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Resumo 

       A caracterização molecular de uma mutação em Eucalyptus grandis resultou no 

desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) que 

apresentou identidade com 19 regiões no genoma, que a jusante possuía sequências 

codificadoras de proteínas da família multigênica Bet v 1. Essas proteínas são essenciais na 

defesa das plantas, pois promovem resistências contra os patógenos através de sínteses de 

proteínas induzidas por pathogenesis-related (PR), o que caracteriza um mecanismo 

conhecido como hipersensibilidade. Dada a importância de tais proteínas no combate aos 

patógenos, assim como sua relação com o mutante de E. grandis, este trabalho teve como 

objetivo realizar análises filogenéticas dos genes dessa família multigênica em E. grandis  e 

entre demais espécies vegetais. Em E. grandis foram encontrados 69 genes pertencentes à 

família multigênica Bet v 1, enquanto nas demais espécies o número de genes variou de 1 a 

35. A maior quantidade de genes PRs em E. grandis pode conferir uma vantagem adaptativa 

com relação ao combate contra os patógenos, uma vez que a família multigênica Bet v 1 está 

em contínuo processo de duplicação e mutação, garantindo uma coevolução patógeno-

hospedeiro e auxiliando na capacidade de adaptação. Os genes da família multigênica Bet v 1 

encontrados, foram utilizados para inferir a história evolutiva dessa família através da 

construção de árvores de Máxima Verossimilhança entre espécies e em E. grandis. As 

análises de Máxima Verossimilhança demonstraram que a história evolutiva da família 

multigênica Bet v 1 não seguiu o mesmo padrão evolutivo que as espécies vegetais, indicando 

a necessidade da inclusão de genes mais conservados na análise. A representação filogenética 

em E. grandis revela que a similaridade dos genes de uma mesma região é maior em relação 

aos genes localizados em regiões diferentes, provavelmente devido às sucessivas duplicações 

e mutações gênicas que ocorre através de processos de neofuncionalização e/ou 

subfuncionalização. Uma vez que os eventos mais antigos estão fracamente sustentados na 

representação filogenética de E. grandis, foram propostas duas hipóteses para a história 

evolutiva da família multigênica Bet v 1 na espécie. Para esclarecer tal história evolutiva, 

torna-se necessário incluir outros genes, mais conservados, na análise filogenética.  

Palavras-chave: Eucalyptus grandis, família multigênica, proteínas pathogenesis-related, 

análises filogenéticas, Máxima Verossimilhança. 

 



Abstract 

       The molecular characterization of a mutation in Eucalyptus grandis resulted in the 

development of a SCAR marker (Sequence Characterized Amplified Region) that showed 

identity with 19 regions in the genome, which downstream coding sequences multigene 

family proteins Bet v 1. These proteins are essential in plant defenses, because they promote 

resistance against pathogens through proteins synthesis induced by pathogenesis-related (PR), 

which features a mechanism known as hypersensitivity. Due the importance of these proteins 

in fighting against pathogens, as well as its relationship with the mutant E. grandis, this study 

aimed to perform phylogenetic analyzis of the genes in this multigene family E. grandis and 

among other plant species. In E. grandis were found 69 genes belonging to multigene family 

Bet v 1, while in the other species the number of genes varied from 1 to 35. The largest 

amount of  PRs genes in E. grandis may confer an adaptive advantage with respect to fight 

against pathogens, since the multigene family Bet v 1 is in continuous process of duplication 

and mutation, ensuring a host-pathogen coevolution and supporting adaptability capacity. The 

gens of the multigene family found Bet v 1 were used to infer evolutionary history of this 

family by constructing trees of Maximum Likelihood among species and E. grandis. The 

Maximum Likelihood analyzis demonstrated that the evolutionary history of the multigene 

family Bet v 1 didn’t follow the same evolutionary pattern as plant species, indicating the 

need for the inclusion of more conserved genes in the analysis. The phylogenetic 

representation in E. grandis reveals that the similarity of genes from the same region is higher 

compared to genes located in different regions, probably due to sucessive duplication and 

gene mutations that occurs through processes neofunctionalization and/or 

subfunctionalization. Since the oldest events are weakly supported phylogenetic 

representation of E. grandis, two hypotheses were proposed for the evolutionary history of the 

multigene family Bet v 1 in the species. To clarify this evolutionary history, it becomes 

necessary to include other genes, more conserved, in phylogenetic analysis. 

Keywords: Eucalyptus grandis, multigene family, pathogenesis- related proteins, 

phylogenetic analyzes, Maximum Likelihood. 
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1. Introdução 

 Estudos do grupo CAGEM (Centro de Análises Genéticas e Moleculares) para a 

caracterização molecular de uma mutação natural em Eucalyptus grandis, resultou no 

desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequance Characterized Amplified Region) para a 

anomalia (Tambarussi, 2006; Lourenção, 2010). As plantas anômalas caracterizam-se por 

apresentar altura reduzida, superbrotamento caulinar, redução da área foliar, alteração do 

limbo e sobrevivência em poucos meses (Tambarussi, 2006; Lourenção, 2010). A sequência 

do marcador molecular SCAR desenvolvido apresentou identidade com 19 regiões no 

genoma, que logo a jusante possuía sequências codificadoras de proteínas com domínio Bet v 

1 (proteína PR) com função de resposta a estímulo abiótico (Hooffmann-Sommergruber, 

2000) e de defesa (Wen et al., 1997).  

 A infecção de variadas espécies de plantas por patógenos tais como vírus ou 

fungos, gera respostas no hospedeiro que vão de leves a graves (Van Loon, 1975). Em 

infecções sistêmicas, as partículas virais encontram-se espalhadas nas plantas e resulta no 

aparecimento de vários sintomas de doenças, como cortes necróticos nas folhas, lesões ao 

redor dos locais de entrada do patógeno (Van Loon, 1985) e uma resposta muito leve não 

resultam em mudanças significativas nos padrões de expressão dos genes da planta (Pieterse, 

2005). 

A reação de hipersensibilidade é uma defesa induzida que é comum em várias 

espécies vegetais tornando-as resistentes a ataques patogênicos subsequentes (Van Loon, 

1985). Essa defesa é acompanhada por um grande aumento na expressão de diferentes 

proteínas, e entre elas, estão membros de um grupo de proteína PR (pathogenesis-related) 

(Van Loon, 1975). As proteínas PRs foram descobertas em cultivares de tabaco, que exibiram 

respostas de hipersensibilidade por infecção através do vírus do mosaico do tabaco 

(Gianinazzi et al., 1987; Van Loon et al., 1970). Estas proteínas PRs podem acumular-se sob 

várias condições ambientais alternadas e, em plantas de tabaco, elas têm sido encontradas no 

início da floração (Fraser, 1986).  

 Os genes das proteínas PRs foram inicialmente isolados a partir de plantas de 

tabaco e à medida que estas proteínas foram detectadas em outras espécies e correlacionadas 

com a reação de defesa da planta, uma possível função antiviral de proteína PR foi postulada 

(Pierpoint, W, 1983). Desde então, as proteínas com propriedades físicas semelhantes à de 

proteína PR têm sido descritas em muitas outras espécies de plantas após a infecção com 
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vírus, fungos ou bactérias (Van Loon, 1985). Os mutantes de Arabidopsis thaliana, com 

deficiência nos componentes de sinalização do ácido salicílico ou etileno, demonstraram uma 

maior susceptibilidade às doenças, quando infectados por patógenos específicos, indicando 

que proteínas PRs têm importante função na resistência às doenças em espécies vegetais 

(Kunkel e Brooks, 2002; Thomma et al., 2001). Além de tornar as plantas resistentes às 

doenças, as proteínas PRs possuem atividades enzimáticas, tais como quitinases, glucanases, 

endoproteinases e peroxidades (Hoffmann-Sommergruber, 2002) e também promovem 

alterações bioquímicas como aumento de atividades das enzimas envolvidas na via 

fenilpropanóide (Matthews, 1980).  

 A correlação do fenômeno de resistência adquirida com a síntese de proteínas 

induzidas iniciou estudos por diversos grupos de pesquisa para uma melhor compreensão do 

papel destas proteínas PRs na hipersensibilidade como, por exemplo, o estudo de Van Loon 

(1975) que se baseia na análise da resposta do hospedeiro e a função das proteínas PRs na 

resistência adquirida. A ocorrência de PRs em várias plantas, sua expressão em tecidos 

específicos e sua consistente localização no apoplasto, assim como em compartimento 

vacuolar, e sua indução por componentes de sinalização endógenos e exógenos, sugerem que 

as PRs podem ter funções importantes além de seu papel aparentemente limitado na defesa da 

planta. É possível, que elas sejam também proteínas de estresse direcionadas para aliviar 

efeitos nocivos dos produtos de degradação celular (Van Loon, 1999).  

 As proteínas PRs podem ser induzidas artificilamente em plantas sadias pela 

aplicação de produtos químicos, tais como o ácido salicílico, etileno (White e Ryals, 1997) e 

ácido abscísico que promovem efeito semelhante ao da infecção patogênica (Stintzi et al., 

1993). Em ataques por insetos, as proteínas PRs são induzidas por componentes de 

sinalização do ácido salicílico ou etileno (Van Loon et al., 2006).   

 De acordo com sua estrutura primária, relações imunológicas e propriedades 

enzimáticas, as proteínas PRs são agrupadas em 17 famílias (PR-1 a PR-17), numeradas na 

ordem em que foram descobertas (Van Loon, 1999). Essas proteínas possuem várias 

características em comum: são solúveis em tampões ácidos, têm baixos pesos moleculares (de 

10kD a 20 kD), ocorre nos espaços intercelulares das folhas e são resistentes a proteases (Van 

Loon, 1985) e evidências bioquímicas e genéticas sugerem que estas proteínas são codificadas 

por genes distintos (Antoniw et al.,1980;  Van Loon, 1985; Gianinazzi et  al.,1983).  

 Alguns membros da família PR-10 apresentam uma fraca atividade ribonuclease 

(Bufe et al., 1996).  Os genes das PR-10 estão presentes abundantemente em espécies vegetais 
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(Wen et al., 1997; Liu e Ekramoddoullah, 2004) e correspondem às famílias multigênicas 

presentes, por exemplo, em Malus domestica (Gao et al., 2005). As proteínas PR-10 são 

também chamadas de intracelulares, uma vez que são expressas no citoplasma, ao contrário da 

maioria das PRs (Radauer et al., 2008).  

 O Eucalyptus é uma das principais fontes de madeira utilizada para a produção de 

celulose e é responsável por mais de 65% do volume produzido (Associação Brasileira de 

Celulose e Papel, BRACELPA). Em relação aos outros países, os programas de 

melhoramento genético das empresas florestais brasileiras encontram-se avançados e técnicas 

moleculares são utilizadas para avaliação da variabilidade genética de populações (Leite et al., 

2002; Mezzena, 2003), elaboração de mapas genéticos (Verhagen et al., 1996; Brondani et al., 

1998, 2002) e mapeamento genético de caracteres quantitativos de interesse na produção 

(Grattapaglia et al., 1996; Junghans et al., 2003). Tais técnicas moleculares podem ser 

utilizadas no aumento da resposta de hipersensibilidade a um agente patogênico invasor 

através da transformação de plantas com gene PR (Pfitzer et al., 1989). No entanto, é 

necessário que a sequência genética que codifica a proteína PR seja expressa e produzida 

como uma proteína ou polipeptídeo funcional na célula vegetal. Assim, a transformação 

compreende plantas contendo tanto proteínas homólogas de genes PR ou proteínas 

heterólogas de genes PR (Pfitzner et al., 1989). Dessa forma, essa técnica poderia conferir 

uma melhor resposta de hipersensibilidade ao Eucalyptus, uma vez que se trata de uma 

espécie de interesse econômico. Sabendo-se da importância das proteínas PRs com domínio 

Bet v 1 na resistência contra patógenos e seu possível envolvimento na formação de plantas 

anormais em Eucalyptus, este trabalho teve como objetivo obter a caracterização molecular 

dessa família multigênica Bet v 1 em E. grandis, assim como analisar seus similares em outras 

espécies vegetais. 
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2. Revisão da literatura 

2.1. Eucalyptus grandis  

 O gênero Eucalyptus pertence à família Myrtaceae e foi descrito em 1788 por L’ 

Héritier de Brutelle (Andrade, 1961). Esse gênero é originário da Austrália, com exceção de 

E. urophylla e E. deglupta que são naturais do Timor e Papua Nova Guiné, respectivamente 

(Pryor, 1985), e reúne mais de 900 espécies diferentes (Brooker e Kleinig, 2004).  

 O eucalipto foi introduzido no Brasil por Edmundo Navarro de Andrade em 1994 

com finalidade comercial, inicialmente para produção de lenhas para as locomotivas das 

estradas de ferro paulista (Wilcken, 2000). No Brasil, o eucalipto encontrou ótimas condições 

de clima e solos favoráveis com ótimos resultados em ciclos silviculturais, com 

desenvolvimento mais acelerado em relações aos demais países (Bertola, 2000) e representa 

mais da metade de toda a área reflorestada no Brasil (Higa et al., 2000). 

 A madeira do eucalipto é utilizada como lenha ou carvão vegetal para produzir 

energia e como postes, telhados ou pisos para construção civil (Wilcken, 2000) e, há destaque 

na produção de celulose em comparação às demais espécies testadas, que não possibilitaram a 

produção de papel com qualidade satisfatória (Juvenal e Mattos, 2002). O setor florestal 

brasileiro é um dos mais desenvolvidos e competitivos do mundo e detém uma parcela 

significativa dos plantios globais, com 7,0 milhões de hectares, sendo 74,8% da área 

correspondente ao eucalipto de acordo com o Anuário Estatístico da ABRAF, 2012 e cerca de 

um terço dessa área (2,2 milhões de hectares) corresponde às florestas destinadas para 

produção de celulose e papel (BRACELPA, 2009). Atualmente, os investimentos em pesquisa 

estão direcionados para o melhoramento genético das espécies de eucalipto, visando o 

aumento da produtividade (Ferreira e Grattapaglia, 1998). 

 

2.2. Família multigênica 

 Existe um grande número de famílias multigênicas localizadas em genomas de 

eucariotos (Wagner, 2002; Ohta, 2003) que correspondem a vários genes com fragmentos de 

alta similaridade que se apresentam através de repetições em tandem, com sequências 

espaçadoras que variam em tamanho conforme a espécie (Goes et al., 2011). Como exemplos 

de famílias multigênicas, há família multigênica do RNA ribossômico, das hemoglobinas, 



12 

 

imunoglobulinas, antígenos de histocompatibilidade, actinas, tubulinas, queratinas, histonas e 

genes de RNA de transferência (Pinhal, 2007).  

 Os membros da família multigênica têm origem através de duplicações gênicas ou 

de variações de algum gene ancestral (Graichen, 2011) e podem estar reunidos nos mesmos 

cromossomos ou dispersos em cromossomos diferentes (Oliveira et al., 2001). As duplicações 

e variações gênicas são consideradas as responsáveis pelo aumento no tamanho do genoma e 

por prover material para o surgimento de novas variedades protéicas, propiciando a 

diversificação de elementos regulatórios complexos e de padrões de desenvolvimento 

(Gogarten e Lorraine, 1999). Há vários tipos de duplicações gênicas que se classificam 

conforme a extensão da região genômica envolvida. Entre elas há a duplicação gênica 

completa que produz duas cópias idênticas, sendo que as seqüências podem evoluir de 

diferentes formas: uma das cópias pode originar um pseudogene por apresentar mutações 

deletérias ou ambas podem ser retidas (Thompson, 2006). A preservação na sequência de 

aminoácidos das duas cópias originadas pela duplicação pode acarretar a subfuncionalização, 

onde cada cópia adota algumas das características do ancestral; ou a neofuncionalização, 

quando um gene mantém a função original, enquanto o outro adquire uma nova função 

(Gonzalez- Duarte e Albalat, 2005). A duplicação gênica, de modo geral, pode permitir o 

surgimento de novos genes e, consequentemente, dar origem a novidades fenotípicas 

(Thompson, 2006). Em Zea mays, por exemplo, os dois genes Adh diferem em seus padrões 

de expressão tecido-específicos, onde o gene Adh 1 é expresso em  tecidos da semente e 

pólen, enquanto Adh 1 e Adh 2 são expressos em tecidos de raiz (Thompson, 2006). Variação 

similar em padrões de expressão é encontrada em outras gramíneas, girassóis, eucaliptos e 

pinheiros (Gaut et al., 1999).  

 As pesquisas sobre famílias multigênicas começaram na década de 70, buscando 

compreender a variabilidade genética gerada, ou existente, em indivíduos de uma população e 

está relacionada à redundância gênica. (Wagner, 2002; Ohta, 2003). A redundância do 

material genético é uma das mais peculiares características de todos os genomas, sendo que 

esta vai aumentando com o tamanho e a complexidade do genoma (Santamaria et al., 2004 

apud Thompson, 2006).  
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2.3. Família multigênica Bet v 1 

 A família multigênica Bet v 1, estudada neste trabalho, está relacionada à um 

marcador SCAR produzido para uma anomalia de desenvolvimento em Eucalyptus grandis 

(Lourenção, 2010).  Este marcador possui similaridade com 19 regiões no genoma, que logo a 

jusante apresenta sequências codificadoras de proteínas com domínio Bet v1. 

 Proteínas da família multigênica Bet v 1  são alergênicos, causando reações de 

hipersensibilidade do sistema imunológico (Gajhed et al., 1996). Sua estrutura compreende 6 

estruturas secundárias com forma de folhas-beta anti-paralelas e 3 estruturas alfa-hélices 

(Rosch et al., 1996). Essas proteínas atuam como o principal alérgeno do pólen em Betula 

verrucosa (Breitener, 1992; Valenta et al., 1991), Alnus glutinosa (Breitener, 1992; Valenta et 

al., 1991), Apium graveolens (Breitener et al, 1995), Corylus avelana, Carpinus betulus 

(Valenta et al., 1991) e Malus domestica (Gao et al., 2005). As alergias causadas por esses 

alérgenos são mediadas por imunoglobulina E (IgE) qua afetam uma em cada cinco pessoas 

na Europa e América do Norte e sintomas incluem febre, dermatite, asma e, em casos mais 

graves, choque anafilático (Kungl et al., 1996).  

 Os genes pertencentes à família Bet v 1 possuem “ORFs” (Open Reading Frames) 

de 465 a 480pb (Wen et al., 1997) e codificam proteínas relacionadas à defesa da planta (Wen 

et al., 1997). Swoboda et al. (1995) sugeriram um papel importante das proteínas Bet v 1 

durante a germinação do pólen no estigma, protegendo os tecidos reprodutivos femininos de 

infecção por patógenos. Devido à similaridade das proteínas Bet v 1 à família 10 das proteínas 

“pathogenesis-related”(PR), estas e suas homólogas foram incorporadas à classe das 

proteínas PR-10, que são induzidas por estresse, ataque de patógenos e estímulo abiótico 

(Hoffmann-Sommergruber, 2000). 

 

2.4. Análise filogenética de genes 

 A filogenia é uma hipótese das relações existentes, as quais são expressas por 

meio de representação em forma de árvores (Stearns e Hoekstra, 2003). Devido ao 

desenvolvimento de ferramentas de bioinformática, os estudos de evolução molecular 

avançaram consideravelmente (Setubal, 2004), sendo a análise filogenética de sequências de 

DNA, uma importante ferramenta para estes estudos (Nei e Kumar, 1987). As árvores 

filogenéticas podem ser construídas tanto a partir de dados qualitativos, tais como a presença 
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ou ausência de uma estrutura morfológica, ou a presença ou ausência de um dos quatro 

nucleotídeos em uma localidade particular do DNA; ou traços quantitativos, como razões 

entre os comprimentos das porções corpóreas ou a porcentagem de similaridade entre 

sequências de DNA (Stearns e Hoekstra, 2003). Sequências repetidas de DNA, como DNAs 

satélites, minisatélites, microsatélites e genes repetidos em tandem, como as famílias 

multigênicas, têm sido descritas para muitas espécies e podem ser utilizadas como marcadores 

cromossômicos úteis em estudos de evolução e de organização genômica (Martins, 2006).  

 No curso da história evolutiva, os genes e suas regiões regulatórias sofrem 

variadas modificações, incluindo substituições nucleotídicas, duplicações, recombinações e 

eventos de reparo (Liberles, 2001) e processos de duplicação gênica, podem dar origem às 

famílias multigênicas, assim como novidades genéticas ao produzir novos genes (Gonzalez- 

Duarte e Albalat, 2005; Thompson, 2006). 

 Os genes ortólogos realizam a mesma função molecular ou celular e podem ser 

identificados em genomas completos através das identidades entre todos os genes dos 

organismos analisados (Dominguez, 1999). Os genes parálogos podem realizar a mesma 

função, conduzindo a redundância funcional (Dominguez, 1999) e apresentam uma extensa 

semelhança entres suas sequências primárias, o que se pressupõe que há um evento de 

duplicação em série de um gene ancestral comum (Doyle e Gaut, 2000), seguido por 

divergência durante o processo evolutivo (Reis e Teixeira, 2006; Fani et al., 2000). Os genes 

parálogos podem ser duplicados em regiões codificadoras e podem se agrupar em famílias 

(Thompson, 2006). A redundância gênica dos genes parálogos é importante na evolução por 

promover inovações genéticas, dessa forma, o entendimento das funções específicas de cada 

membro de uma família gênica, assim como a comparação das mesmas entre as várias 

espécies constituem problemas relevantes (Santamaria et al., 2004).  

 Diferentes modelos de evolução tentam exlicar a evolução de famílias 

multigênicas. Dentre eles, o modelo da evolução divergente implica na divergência gradual de 

proteínas filogeneticamente relacionadas que, posteriormente, podem adquirir novas funções 

gênicas (Thompson, 2006). Um segundo modelo, evolução em concerto, abrange todos os 

membros de uma família multigênica que evoluem conjuntamente, de forma que uma 

mutação espalha-se por todos os membros da família através de permutação ou conversão 

gênica. Esse modelo foi utilizado para explicar a evolução de várias famílias, porém, sua 

aplicabilidade começou a ser questionada (Thompson, 2006). Conseqüentemente, um novo 

modelo, chamado evolução por nascimento e morte, foi proposto e este modelo, propõem que 
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novos genes são criados por eventos de duplicação gênica, sendo que alguns são mantidos no 

genoma durante um longo período, enquanto outros são deletados ou tornam-se não 

funcionais (Nei e Hughes, 1992).  

 Muitos genes nucleares são membros de famílias multigências (Thompson, 2006). 

A formação dessas famílias, devido a recorrentes duplicações e a divergências funcionais, têm 

sido fundamental na evolução de plantas (Thompson, 2006). Vários estudos têm sido 

conduzidos para avaliar a dinâmica evolutiva das famílias multigênicas em plantas, como por 

exemplo, as proteínas regulatórias R, as proteínas de ligação à clorofila a e b, entre outras 

(Fernandes, 2009). A maioria dessas famílias possui diversos locis e apresenta uma grande 

variação no número de cópias entre as espécies (Thompson, 2006). Análises filogenéticas 

indicam que muito dessa variação pode ser atribuída a duplicações recentes e dessa forma, a 

dinâmica evolutiva dessas famílias apresenta flutuações no número de cópias através de 

eventos múltiplos de duplicação e deleção (Morton et al., 1996). No entanto, os processos 

evolutivos que controlam a estrutura dinâmica de tais famílias são relativamente pouco 

compreendidos (Small e Wendel, 2000). 
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3. Objetivo 

 Realizar análises prévias dos genes da família multigênica Bet v1 encontradas em 

Eucalyptus grandis e analisar seus similares presentes em outras espécies vegetais, utilizando 

técnicas da bioinformática molecular. Além dessas análises, interpretar a história evolutiva 

dos genes envolvidos, utilizando ferramentas da filogenia para entender o processo de 

diversificação dessa família multigênica. 
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4. Material e métodos 

4.1. Busca de sequências gênicas  

 Foram realizadas análises da sequência do marcador SCAR, com a ferramenta 

BLAST (Altschul et al., 1997), no genoma de Eucalyptus grandis presente no banco de dados 

Phytozome (www.phytozome.net). As sequências CDS (Coding DNA Sequence) dos genes da 

família multigênica Bet v 1 (Pfam:00407) a jusante às regiões com similaridade ao SCAR, 

foram alinhadas através do software MUSCLE (Edgar, 2004) e a partir do alinhamento das 

sequências foi obtida uma sequência consenso utilizando o software Bioedit Sequence 

Aligment (Hall, 1999).  

 A sequência consenso obtida foi utilizada para a busca de outros genes da família 

multigênica Bet v 1 em Eucalyptus grandis, assim como em outras espécies vegetais através 

da ferramenta BLAST (Altschul et al., 1997) no banco de dados Phytozome 

(www.phytozome.net). As espécies que demonstraram mais de uma sequência CDS similar ao 

consenso de E. grandis tiveram suas sequências alinhadas pelo software MUSCLE (Edgar, 

2004) e as sequências consensos de cada espécie foram obtidas utilizando o software Bioedit 

Sequence Aligment (Hall, 1999).  

 
 
4.2. Construção de árvores filogenéticas de Máxima Verossimilhança 

 Os consensos e as cópias únicas dos CDS dos genes similares à família 

multigênica Bet v 1 das espécies vegetais analisadas foram alinhados pelo software MUSCLE 

(Edgar, 2004), assim como as sequências CDS dos genes similares à família multigênica Bet v 

1 encontradas em Eucalyptus grandis, juntamente com um grupo externo (espécie mais 

próxima ao E. grandis). Esses alinhamentos foram utilizados para a construção de árvores de 

Máxima Verossimilhança para o estudo dos genes desta família multigênica entre as espécies 

e dentro de E. grandis. 

 As construções das árvores de Máxima Verossimilhança foram realizadas pelo 

software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). Para o estudo filogenético da família multigênica 

Bet v 1 entre as diferentes espécies e dentro de E. granids, foram construídas árvores 

filogenéticas de Máxima Verossimilhança baseadas no modelo de Kimura-2-Parâmetros 

(Kimura, 1980) com distribuição gamma. Os padrões de divergência foram representados por 
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um dendograma de Neighbor- Joining (NJ) com 1000 replicações no teste bootstrap, realizado 

no software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). O modelo de Kimura-2-Parâmetros calcula a 

média presente nas sequências de nucleotídeos (Ratnasingham e Hebert, 2007), analisa a 

distância entre as espécies e também os caracteres diagnósticos e determina as distâncias 

genéticas intraespecíficas e interespecíficas (Ratnasingham e Hebert, 2007), além de levar-se 

em consideração a taxa de transversão e transição (Ribeiro, 2012). Análise bootstrap estima 

erros estatísticos em situações onde distribuição de uma determinada amostra é desconhecida 

(Tamura et al., 2011) e o melhor modelo de substituição nucleotídica foi estimado pelo 

software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). 

 O organograma a seguir representa, de forma simplificada, as etapas realizadas 

durante o trabalho (FIGURA 1). 

 

 
 
Figura 1: Organograma representando as etapas realizadas durante a execução do trabalho.  
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5. Resultados e discussão 

 A caracterização molecular de uma mutação em Eucalyptus grandis resultou no 

desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequance Characterized Amplified Region) 

(Lourenção, 2010). Ao analisar a sequência do marcador SCAR no genoma de Eucalyptus 

grandis, foram encontradas 19 regiões com similaridade ao SCAR (FIGURA 2). Dessas 19 

regiões, 14 apresentaram sequências relacionadas à proteína patogênica da família Bet v 1 

(Pfam: 00407) a jusante.  

 

Figura 2: Regiões no genoma de E. grandis com similaridades à sequência do marcador 
SCAR relacionado à uma anomalia em E. grandis. 
 

 A partir do consenso obtido do alinhamento dos CDSs (Coding DNA Sequence) 

dos genes a jusante das regiões similares à sequência SCAR para anomalia de 

desenvolvimento em Eucalyptus grandis (Lourenção, 2010), foram encontrados 69 genes 

similares pertencentes à família multigênica Bet v 1. Os genes da família multigênica Bet v 1 

codificam proteínas com função de resposta à estímulos abióticos (Hooffmann-

Sommergruber, 2000) e de defesa da planta (Wen et al., 1997). De acordo com o banco de 

dados Phytozome (www.phytozome.net), estes genes em eucaliptos, estão localizados em três 

scaffolds diferentes e se encontram organizados em tandem, o que corrobora com o fato destes 

genes pertencerem a uma família multigênica (Goes et al., 2011).  

 Esta mesma sequência consenso foi utilizada para a busca de genes similares em 

outras espécies vegetais pelo Phytozome (www.phytozome.net). Foram encontrados genes 

similares em 14 espécies com o número de genes variando de 1 a 35 (TABELA 1). Em 
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eucariotos, as famílias multigênicas podem variar no tamanho e no número de membros 

(Wagner, 2002; Ohta, 2003). As espécies que demonstraram mais de um gene com 

similaridade ao consenso de eucalipto, tiveram as sequências CDSs alinhadas (FIGURA 3) e 

restritas a um consenso para cada espécie. Os consensos e as sequências únicas das espécies 

foram utilizados para as análises filogenéticas de todos os representantes, assim como as 

sequências dos genes encontrados em Eucalyptus grandis. 

 

 
Figura 3: Sequências CDS de genes da família multigênica Bet v 1 de Prunus persica 
alinhadas para a obtenção de uma sequência consenso única. 
 

Tabela 1: Espécies com genes de sequências similares ao consenso de eucalipto, número de 
genes encontrados por espécie e porcentagem de similaridade com o consenso de E. grandis. 

Espécie Família N° de 
genes 

Porcentagens de 
similaridade 

Aquilegia coerulea Ranunculaceae 1 42,3% a 85,3% 
Mimulus guttatus Scrophulariaceae 4 25,9% a 51,9% 

Populus trichocarpa Salicaceae 11 35% a 97,5% 
Carica papaya Caricaceae 1 34,4% a 68% 

Phaseolus vulgaris Fabaceae 1 57,4% a 82,4% 
Citrus sinensis Rutaceae  5 29,4% a 80,6% 

Citrus clementina Rutaceae  4 35,6% a 73,1% 
Prunus persica Rosaceae 17 39,8% a 84,1% 

Malus domestica Rosaceae 35 18,9% a 100% 
Vitis vinifera Vitaceae 13 34% a 91,2% 

Manihot esculenta Euphorbiaceae 7 29,9% a 77,1% 
Ricinus communis Euphorbiaceae 11 29,1% a 75,3% 

Setaria italica Poaceae 1 39,4% a 94,4% 
Selaginella moellendorffii Selaginellaceae 1 39,4% a 63,5% 

 

 Pode-se observar que o E. grandis possui um elevado número de genes da família 

multigênica Bet v 1 com relação às demais espécies. Assim como em Populus trichocarpa, 

Malus domestica e Vitis vinifera (Chagne et al., 2012; Myburg et al., 2011; Tuskan et al., 
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2006), estudos sugerem que o eucalipto tenha sofrido eventos de duplicação genômica 

ancestral (Myburg et al., 2011). Tais eventos são frequentes em angiospermas e compreendem 

de ciclos recorrentes de poliploidização/diploidização (Paterson et al., 2010).  

 As análises filogenéticas são indicações das relações de ancestralidade (Miyaki et 

al., 2001; Stearns e Hoekstra, 2003). Na árvore de Máxima Verossimilhança entre as 

diferentes espécies (FIGURA 4), a Selaginella moellendorffii foi utilizada para enraizar a 

árvore, pois, ela pertence a um grupo mais primitivo de plantas vasculares sem sementes do 

Filo Lycophyta (Smith et al., 2006). As outras espécies vegetais as quais encontramos genes 

similares pertencem ao grupo das angiospermas (FIGURA 5). 

 

 
Figura 4: Reconstrução filogenética entre famílias de plantas da divisão Traqueófitas (Judd et 
al., 2009) utilizando o método de Máxima Verossimilhança. 
 

 Conforme pode-se verificar, a história evolutiva da família multigênica Bet v 1 

não seguiu o mesmo padrão de história evolutiva das espécies vegetais (FIGURA 4 e 5). Essa 

diferença pode ser explicada pelo fato de que as famílias multigênicas são formadas por genes 

mais variáveis (Hood et al., 1975), ou seja, ao longo do tempo acumulam mais mutações que 

em genes conservados (Dover e Tautz, 1986). Os genes menos conservados não fornecem o 

melhor tipo de dado para inferências filogenéticas entre táxons mais divergentes (Figueiredo e 

Leal, 2008) e, segundo Page e Holmes (1998), a filogenia de organismos pode ser inferida 

somente se houver um conjunto de genes e não apenas de um único gene, corroborando com a 

divergência entre as histórias evolutivas da família multigênica Bet v 1 e das espécies.  
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 Em Eucalyptus grandis, os 69 genes encontrados pertencentes à família 

multigênica Bet v 1 foram utilizados para inferir a história evolutiva dessa família através da 

construção de uma árvore de Máxima Verossimilhança (FIGURA 6). Estes genes estão 

localizados em três regiões (scafflolds 1, 8 e 9) diferentes no genoma de E. grandis. 

Juntamente à análise dos genes de E. grandis, foi introduzido as sequências consenso das 

espécies de Citrus (grupo Malvídeas, clado Sapindales) (Judd et al, 2009) para que estas 

sejam utilizadas para enraizar a árvore. O gênero Citrus foi escolhido para enraizar a árvore, 

pois seu grupo taxonômico é considerado como grupo-irmão de Myrtales (clado de E. 

grandis) (eurosídeas II, Jansen et al., 2006 apud Judd et al., 2009) (FIGURA 5). 

 A análise da reconstrução filogenética dos genes de E. grandis (FIGURA 6), 

demonstrou clados fortemente sustentados com relação aos eventos mais recentes. Já os nós 

de eventos mais antigos estão fracamente sustentados, indicando que os genes desta família 

multigênica estão em processo contínuo de mutação. Uma vez que os genes estudados estão 

relacionados à patogenicidade, tal processo pode ser em decorrência a uma melhora 

adaptativa, conhecida por coevolução patógeno-hospedeiro (Camargo, 2002). Esse processo 

de coevolução ocorre quando as espécies influenciam na evolução uma da outra e há uma 

pressão seletiva mútua e contínua entre elas de tal forma que o ambiente de cada uma das 

espécies se modifica conforme as competições pela sobrevivência. Isso acaba por criar novos 

mecanismos de adaptação (Ridley, 2006) que pode se transformar em uma “corrida 

armamestista” (Camargo, 2002). Pressupõe-se que o hospedeiro e o patógeno coevoluem 

através de substituições gênicas sucessivas e que mutações ocorrem na mesma taxa em ambos 

(Stearns e Hoekstra, 2003). Segundo Vermeij (1987, 1999) e Camargo (2002), a relação 

patógeno-hospedeiro apresenta um padrão evolutivo por escalada, sugerindo que o patógeno 

cria novos mecanismos de ataque enquanto o hospedeiro responde com criação de novos 

mecanismos de defesa. A coevolução patógeno-hospedeiro é um processo antagônico e pode 

levar a um equilíbrio dinâmico conhecido como “Rainha Vermelha” (Ridley, 2006). Essa 

hipótese da “Rainha Vermelha” se refere à obra literária de Lewis Carrol em Alice no país das 

maravilhas: “é preciso correr tanto quanto se consegue para ficar no mesmo lugar” e a 

“corrida armamentista” é uma analogia às mudanças coevolutivas (Ridley, 2006).  
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Figura 5: Cladogramas 
mostrando as relações 
simplificadas entre os principais 
grupos de angiospermas (Judd 
et al., 2009). 
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Figura 6: Reconstrução filogenética dos 
genes de Eucalyptus grandis, utilizando o 
método de Máxima Verossimilhança. 
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 As duplicações genômicas ancestrais, juntamente com os recorrentes processos 

evolutivos, possuem um papel importante na adaptação dos organismos (Paterson et al., 

2010). Uma vez que os diferentes ambientes possuem uma ampla variedade de patógenos, a 

grande diversidade dos genes da família multigênica Bet v 1, a qual pertence ao grupo de 

proteínas PRs (pathogenesis-related), pode conferir vantagem na defesa e adaptação. A alta 

capacidade de adaptação do gênero Eucalyptus em variados ambientes (Bertola, 2000) pode 

estar correlacionada com o grande número de genes da família multigênica Bet v 1, 

auxiliando-os na defesa contra o estresse biótico e, consequentemente, na adaptação. 

 De acordo com os grupos fortemente sustentados, podemos inferir que os genes 

do scaffold 8 são ancestrais em relação aos genes do scaffold 9, pois no clado sustentado com 

94% verificou-se a presença de genes do scaffold 9 e apenas um gene do scaffold 8 (FIGURA 

6). Os genes do scaffold 8 também estão presentes em outros clados com genes do scaffold 1 

ou apenas genes do scaffold 8 (FIGURA 6). 

 Com relação à similaridade gênica, a análise de Máxima Verossimilhança sugere 

que os genes de uma mesma região (scaffold) são mais próximos que os genes das outras 

regiões. A maior similaridade de genes localizados em uma mesma região genômica pode ser 

explicada por sucessivas duplicações gênicas com possíveis processos de neofuncionalização 

e/ou subfuncionalização. As duplicações gênicas produzem cópias idênticas de um mesmo 

gene e estas podem progredir de diferentes formas: originar um pseudogene através de 

mutações deletérias; adquirir a subfuncionalização, onde as duas cópias preservam as 

sequências de aminoácidos, mas cada cópia adota algumas das características do ancestral; ou 

a neofuncionalização, no qual um gene mantém a função original e o outro adquire nova 

função (Gonzalez- Duarte e Albalat, 2005). 

 Para esclarecer as questões mais antigas da história evolutiva, seria necessário 

incluir outros genes mais conservados na análise. A utilização de genes com menores taxas de 

mutação, associados aos genes PRs pode ser mais eficiente para um melhor entendimento 

sobre o surgimento de vários genes similares em E. grandis. Dessa forma, de acordo com a 

análise da reconstrução filogenética foi possível propor duas hipóteses sobre a evolução 

desses genes em E. grandis. 

 A primeira hipótese (FIGURA 7) sugere que o gene ancestral está localizado no 

scaffold 8. Este gene teria sofrido duplicações e subsequentes mutações em suas cópias. Uma 

ou mais cópias podem ter sido transferidas para o scaffold 1, e neste sofrido, novamente, 

duplicações e mutações, nas quais parte dos genes do scaffold 1 manteve-se similar ao 
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original (scaffold 8). Esse processo pode ser representado pelos clados sustentados em 68% e 

49% que possuem, respectivamente, genes do scaffold 1 e genes dos scaffolds 1 e 8 (FIGURA 

6).  

 O surgimento dos genes no scaffold 9 seria um evento mais recente, sendo 

explicado pelo reduzido número de genes que são muito similares aos do scaffold 8 (94% de 

sustentabilidade). Da mesma forma que ocorreu no scaffold 1, um ou mais genes do scaffold 8 

foram transferidos para o scaffold 9 e neste sofrido recentes duplicações e mutações. 

  

 
 

Figura 7: Esquema representativo da história evolutiva dos genes da família multigênica Bet 
v 1 em E. grandis, de acordo com a hipótese na qual o gene ancestral estaria no scaffold 8. (1) 
genes do scaffold 1; (8) genes do scaffold 8; (9) genes do scaffold 9; (a) duplicações e 
subsequentes mutações; (b) transferência de um ou mais genes do scaffold 8. 
 
 
 
 A segunda hipótese (FIGURA 8) sugere que o gene ancestral esteja localizado no 

scaffold 1, o qual poderia ter sofrido duplicações e subsequentes mutações em suas cópias. 

Uma ou mais cópias deste scaffold podem ter sido transferidas para o scaffold 8. As 

duplicações e mutações ocorreram concomitantemente em ambos scaffolds, assim apenas 

parte dos genes dos scaffolds 8 e 1 são similares. Na árvore filogenética (FIGURA 6), esse 

processo é representado pelos clados sustentados com 68%, 99% e 49% que possuem, 

respectivamente, genes do scaffold 1, genes do scaffold 8 e genes dos scaffolds 1 agrupados 

com os genes do scaffold 8. Assim como explicado na hipótese anterior, os genes do scaffold 

9 teriam surgido a partir de um ou mais genes do scaffold 8. 

 
 



27 

 

  

 
 

Figura 8: Esquema representativo da história evolutiva, de acordo com a hipótese na qual o 
gene ancestral da família multigênica Bet v 1 em E. grandis estaria no scaffold 1. (1) genes do 
scaffold 1; (8) genes do scaffold 8; (9) genes do scaffold 9; (a) duplicações e subsequentes 
mutações; (b) transferência de um ou mais genes do scaffold 1; (c) transferência de um ou 
mais genes do scaffold 8. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

6. Conclusão 

 De acordo com as representações filogenéticas, pode-se inferir que a história 

evolutiva da família multigênica Bet v 1 não segue o mesmo padrão evolutivo que as espécies 

vegetais. O mesmo padrão poderia ser obtido acrescentando-se um representante de cada 

grupo vegetal na análise filogenética, o que não foi possível devido ao reduzido número de 

genomas vegetais sequenciados. Além disso, a inclusão de mais genes pode contribuir para 

uma melhor resolução filogenética. 

 Na representação filogenética dos genes de Eucalyptus grandis, pode-se observar 

que apenas os clados de eventos mais recentes estão fortemente sustentados. Isto sugere que 

os genes da família multigênica Bet v 1 estão em contínuo processo de evolutivo, ou seja, 

possuem alta taxa de mutação, conferindo grande variabilidade desses genes em E. grandis. O 

grande número de genes de E. grandis (69) com relação às demais espécies (1 a 35) pode 

estar associado à alta capacidade de adaptação do eucalipto em diferentes ambientes, 

conferindo vantagem adaptativa ao estresse biótico. Além disso, o E. grandis possui alta taxa 

de heterozigose devido à sua domesticação recente, o que garante alelos diferentes para um 

mesmo gene.  
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