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Resumo

A caracterizacdo molecular de uma mutacdo em Eucalyptus grandis resultou no
desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) que
apresentou identidade com 19 regides no genoma, que a jusante possuia sequéncias
codificadoras de proteinas da familia multigénica Bet v 1. Essas proteinas sdo essenciais na
defesa das plantas, pois promovem resisténcias contra os patégenos através de sinteses de
proteinas induzidas por pathogenesis-related (PR), o que caracteriza um mecanismo
conhecido como hipersensibilidade. Dada a importancia de tais proteinas no combate aos
patdgenos, assim como sua relacdo com o mutante de E. grandis, este trabalho teve como
objetivo realizar analises filogenéticas dos genes dessa familia multigénica em E. grandis e
entre demais espécies vegetais. Em E. grandis foram encontrados 69 genes pertencentes a
familia multigénica Bef v I, enquanto nas demais espécies o nimero de genes variou de 1 a
35. A maior quantidade de genes PRs em E. grandis pode conferir uma vantagem adaptativa
com relagcdo ao combate contra os patdgenos, uma vez que a familia multigénica Bet v I esta
em continuo processo de duplicacdo e mutacdo, garantindo uma coevolu¢do patdgeno-
hospedeiro e auxiliando na capacidade de adaptagdo. Os genes da familia multigénica Bet v [
encontrados, foram utilizados para inferir a histéria evolutiva dessa familia através da
constru¢do de arvores de Maxima Verossimilhanga entre espécies e em E. grandis. As
analises de Maxima Verossimilhanga demonstraram que a histéria evolutiva da familia
multigénica Bet v 1 ndo seguiu o mesmo padrdo evolutivo que as espécies vegetais, indicando
a necessidade da inclusdo de genes mais conservados na analise. A representagao filogenética
em E. grandis revela que a similaridade dos genes de uma mesma regido ¢ maior em relacdo
aos genes localizados em regides diferentes, provavelmente devido as sucessivas duplicacdes
e mutagdes genicas que ocorre através de processos de neofuncionalizacdo e/ou
subfuncionalizacdo. Uma vez que os eventos mais antigos estdo fracamente sustentados na
representacdo filogenética de E. grandis, foram propostas duas hipoteses para a historia
evolutiva da familia multigénica Bet v I na espécie. Para esclarecer tal histéria evolutiva,

torna-se necessario incluir outros genes, mais conservados, na analise filogenética.

Palavras-chave: Fucalyptus grandis, familia multigénica, proteinas pathogenesis-related,

analises filogenéticas, Maxima Verossimilhanca.



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 I, 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 [ 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 I 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 [ 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.



1. Introducao

Estudos do grupo CAGEM (Centro de Analises Genéticas e Moleculares) para a
caracterizacdo molecular de uma mutagdo natural em FEucalyptus grandis, resultou no
desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequance Characterized Amplified Region) para a
anomalia (Tambarussi, 2006; Lourencdo, 2010). As plantas andmalas caracterizam-se por
apresentar altura reduzida, superbrotamento caulinar, redu¢do da area foliar, alteragcdo do
limbo e sobrevivéncia em poucos meses (Tambarussi, 2006; Lourengdo, 2010). A sequéncia
do marcador molecular SCAR desenvolvido apresentou identidade com 19 regides no
genoma, que logo a jusante possuia sequéncias codificadoras de proteinas com dominio Bet v
1 (proteina PR) com funcdo de resposta a estimulo abidtico (Hooffmann-Sommergruber,
2000) e de defesa (Wen et al., 1997).

A infec¢do de variadas espécies de plantas por patdgenos tais como virus ou
fungos, gera respostas no hospedeiro que vao de leves a graves (Van Loon, 1975). Em
infecgOes sistémicas, as particulas virais encontram-se espalhadas nas plantas e resulta no
aparecimento de varios sintomas de doencas, como cortes necrdticos nas folhas, lesdes ao
redor dos locais de entrada do patdégeno (Van Loon, 1985) e uma resposta muito leve nao
resultam em mudancas significativas nos padrdes de expressao dos genes da planta (Pieterse,
2005).

A reacdo de hipersensibilidade ¢ uma defesa induzida que ¢ comum em vérias
espécies vegetais tornando-as resistentes a ataques patogénicos subsequentes (Van Loon,
1985). Essa defesa ¢ acompanhada por um grande aumento na expressao de diferentes
proteinas, e entre elas, estdio membros de um grupo de proteina PR (pathogenesis-related)
(Van Loon, 1975). As proteinas PRs foram descobertas em cultivares de tabaco, que exibiram
respostas de hipersensibilidade por infeccdo através do virus do mosaico do tabaco
(Gianinazzi et al., 1987; Van Loon et al., 1970). Estas proteinas PRs podem acumular-se sob
varias condi¢cdes ambientais alternadas e, em plantas de tabaco, elas tém sido encontradas no
inicio da floragao (Fraser, 1986).

Os genes das proteinas PRs foram inicialmente isolados a partir de plantas de
tabaco e a medida que estas proteinas foram detectadas em outras espécies e correlacionadas
com a reacdo de defesa da planta, uma possivel funcdo antiviral de proteina PR foi postulada
(Pierpoint, W, 1983). Desde entdo, as proteinas com propriedades fisicas semelhantes a de

proteina PR tém sido descritas em muitas outras espécies de plantas apds a infeccdo com



virus, fungos ou bactérias (Van Loon, 1985). Os mutantes de Arabidopsis thaliana, com
deficiéncia nos componentes de sinalizagdo do acido salicilico ou etileno, demonstraram uma
maior susceptibilidade as doencas, quando infectados por patdgenos especificos, indicando
que proteinas PRs tém importante funcdo na resisténcia as doengas em espécies vegetais
(Kunkel e Brooks, 2002; Thomma et al., 2001). Além de tornar as plantas resistentes as
doengas, as proteinas PRs possuem atividades enzimadticas, tais como quitinases, glucanases,
endoproteinases e peroxidades (Hoffmann-Sommergruber, 2002) e também promovem
alteragdes bioquimicas como aumento de atividades das enzimas envolvidas na via
fenilpropanoide (Matthews, 1980).

A correlagdo do fendmeno de resisténcia adquirida com a sintese de proteinas
induzidas iniciou estudos por diversos grupos de pesquisa para uma melhor compreensao do
papel destas proteinas PRs na hipersensibilidade como, por exemplo, o estudo de Van Loon
(1975) que se baseia na analise da resposta do hospedeiro e a funcao das proteinas PRs na
resisténcia adquirida. A ocorréncia de PRs em vérias plantas, sua expressio em tecidos
especificos e sua consistente localizacdo no apoplasto, assim como em compartimento
vacuolar, e sua inducdo por componentes de sinalizagdo endogenos e exdgenos, sugerem que
as PRs podem ter fun¢des importantes além de seu papel aparentemente limitado na defesa da
planta. E possivel, que elas sejam também proteinas de estresse direcionadas para aliviar
efeitos nocivos dos produtos de degradagado celular (Van Loon, 1999).

As proteinas PRs podem ser induzidas artificilamente em plantas sadias pela
aplicacdo de produtos quimicos, tais como o acido salicilico, etileno (White e Ryals, 1997) e
acido abscisico que promovem efeito semelhante ao da infeccdo patogénica (Stintzi et al.,
1993). Em ataques por insetos, as proteinas PRs sdo induzidas por componentes de
sinalizag¢do do acido salicilico ou etileno (Van Loon et al., 2006).

De acordo com sua estrutura primdria, relacdes imunologicas e propriedades
enzimaticas, as proteinas PRs sdo agrupadas em 17 familias (PR-1 a PR-17), numeradas na
ordem em que foram descobertas (Van Loon, 1999). Essas proteinas possuem varias
caracteristicas em comum: sdo soliveis em tampdes acidos, tém baixos pesos moleculares (de
10kD a 20 kD), ocorre nos espagos intercelulares das folhas e sdo resistentes a proteases (Van
Loon, 1985) e evidéncias bioquimicas e genéticas sugerem que estas proteinas sao codificadas
por genes distintos (Antoniw et al.,1980; Van Loon, 1985; Gianinazzi et al.,1983).

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

(Bufe et al., 1996). Os genes das PR-10 estdo presentes abundantemente em espécies vegetais
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(Wen et al., 1997; Liu e Ekramoddoullah, 2004) e correspondem as familias multigénicas
presentes, por exemplo, em Malus domestica (Gao et al., 2005). As proteinas PR-10 sdo
também chamadas de intracelulares, uma vez que sao expressas no citoplasma, ao contrario da
maioria das PRs (Radauer et al., 2008).

O Eucalyptus ¢ uma das principais fontes de madeira utilizada para a producao de
celulose e ¢ responsavel por mais de 65% do volume produzido (Associagdo Brasileira de
Celulose ¢ Papel, BRACELPA). Em relacdo aos outros paises, os programas de
melhoramento genético das empresas florestais brasileiras encontram-se avangados e técnicas
moleculares sdo utilizadas para avaliacdo da variabilidade genética de populacdes (Leite et al.,
2002; Mezzena, 2003), elaboragcdo de mapas genéticos (Verhagen et al., 1996; Brondani et al.,
1998, 2002) e mapeamento genético de caracteres quantitativos de interesse na produgao
(Grattapaglia et al., 1996; Junghans et al., 2003). Tais técnicas moleculares podem ser
utilizadas no aumento da resposta de hipersensibilidade a um agente patogénico invasor
através da transformacdo de plantas com gene PR (Pfitzer et al., 1989). No entanto, ¢
necessario que a sequéncia genética que codifica a proteina PR seja expressa e produzida
como uma proteina ou polipeptideo funcional na célula vegetal. Assim, a transformacao
compreende plantas contendo tanto proteinas homodlogas de genes PR ou proteinas
heter6logas 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 economico. Sabendo-se da importancia das proteinas PRs com dominio
Bet v I na resisténcia contra patdogenos e seu possivel envolvimento na formagao de plantas
anormais em Eucalyptus, este trabalho teve como objetivo obter a caracterizacdo molecular
dessa familia multigénica Bet v I em E. grandis, assim como analisar seus similares em outras

espécies vegetais.
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2. Revisao da literatura

2.1. Eucalyptus grandis

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e foi descrito em 1788 por L’
Héritier de Brutelle (Andrade, 1961). Esse género ¢ originario da Australia, com excecao de
E. urophylla e E. deglupta que sao naturais do Timor e Papua Nova Guiné, respectivamente
(Pryor, 1985), e reune 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 producdo de lenhas para as locomotivas das
estradas de ferro paulista (Wilcken, 2000). No Brasil, o eucalipto encontrou 6timas condi¢des
de clima e solos favoraveis com oOtimos resultados em ciclos silviculturais, com
desenvolvimento mais acelerado em relagdes aos demais paises (Bertola, 2000) e representa
mais da metade de toda a area reflorestada no Brasil (Higa et al., 2000).

A madeira do eucalipto ¢ utilizada como lenha ou carvao vegetal para produzir
energia e como postes, telhados ou pisos para construgdo civil (Wilcken, 2000) e, ha destaque
na produc¢ado de celulose em comparagdo as demais espécies testadas, que ndo possibilitaram a
producdo de papel com qualidade satisfatéria (Juvenal e Mattos, 2002). O setor florestal
brasileiro ¢ um dos mais desenvolvidos e competitivos do mundo e detém uma parcela
significativa dos plantios globais, com 7,0 milhdes de hectares, sendo 74,8% da area
correspondente ao eucalipto de acordo com o Anudrio Estatistico da ABRAF, 2012 e cerca de
um ter¢o dessa area (2,2 milhdes de hectares) corresponde as florestas destinadas para
producdo de celulose e papel (BRACELPA, 2009). Atualmente, os investimentos em pesquisa
estdo direcionados para o melhoramento genético das espécies de eucalipto, visando o

aumento da produtividade (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.2. Familia multigénica

Existe um grande numero de familias multigénicas localizadas em genomas de
eucariotos (Wagner, 2002; Ohta, 2003) que correspondem a varios genes com fragmentos de
alta similaridade que se apresentam através de repeticdes em tandem, com sequéncias
espacadoras que variam em tamanho conforme a espécie (Goes et al., 2011). Como exemplos

de familias multigénicas, h4d familia multigénica do RNA ribossomico, das hemoglobinas,



12

imunoglobulinas, antigenos de histocompatibilidade, actinas, tubulinas, queratinas, histonas e
genes de RNA de transferéncia (Pinhal, 2007).

Os membros da familia multigénica t€ém origem através de duplicagdes génicas ou
de variagdes de algum gene ancestral (Graichen, 2011) e podem estar reunidos nos mesmos
cromossomos ou dispersos em cromossomos diferentes (Oliveira et al., 2001). As duplicacdes
e variagdes génicas sao consideradas as responsaveis pelo aumento no tamanho do genoma e
por prover material para o surgimento de novas variedades protéicas, propiciando a
diversificacdo de elementos regulatorios complexos e de padroes de desenvolvimento
(Gogarten e Lorraine, 1999). Ha varios tipos de duplicacdes génicas que se classificam
conforme a extensdo da regido gendmica envolvida. Entre elas hd a duplicagdo génica
completa que produz duas copias idénticas, sendo que as seqliéncias podem evoluir de
diferentes formas: uma das copias pode originar um pseudogene por apresentar mutagoes
deletérias ou ambas podem ser retidas (Thompson, 2006). A preservagao na sequéncia de
aminoacidos das duas copias originadas pela duplicagdo pode acarretar a subfuncionalizagao,
onde cada copia adota algumas das caracteristicas do ancestral; ou a neofuncionalizagao,
quando um gene mantém a func¢do original, enquanto o outro adquire uma nova fung¢do
(Gonzalez- Duarte e Albalat, 2005). A duplicagdo génica, de modo geral, pode permitir o
surgimento de novos genes e, consequentemente, dar origem a novidades fenotipicas
(Thompson, 2006). Em Zea mays, por exemplo, os dois genes Adh diferem em seus padrdes
de expressdo tecido-especificos, onde o gene Adh I ¢ expresso em tecidos da semente e
polen, enquanto Adh 1 e Adh 2 sdo expressos em tecidos de raiz (Thompson, 2006). Varia¢ao
similar em padrdes de expressdo ¢ encontrada em outras gramineas, girassois, eucaliptos e
pinheiros (Gaut et al., 1999).

As pesquisas sobre familias multigénicas comec¢aram na década de 70, buscando
compreender a variabilidade genética gerada, ou existente, em individuos de uma populagdo e
esta relacionada a redundancia génica. (Wagner, 2002; Ohta, 2003). A redundancia do
material genético ¢ uma das mais peculiares caracteristicas 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. Familia multigénica Bet v 1

A familia multigénica Bet v I, estudada neste trabalho, esta relacionada a um
marcador SCAR produzido para uma anomalia de desenvolvimento em Eucalyptus grandis
(Lourengao, 2010). Este marcador possui similaridade com 19 regides no genoma, que logo a
jusante apresenta sequéncias codificadoras de proteinas com dominio Bet v1.

Proteinas da familia multigénica Bet v I sdo alergénicos, causando reagdes de
hipersensibilidade do sistema imunologico (Gajhed et al., 1996). Sua estrutura compreende 6
estruturas secundarias com forma de folhas-beta anti-paralelas e 3 estruturas alfa-hélices
(Rosch et al., 1996). Essas proteinas atuam como o principal alérgeno do pdlen 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 sdo 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 anafilatico (Kungl et al., 1996).

Os genes pertencentes a familia Bet v I possuem “ORFs” (Open Reading Frames)
de 465 a 480pb (Wen et al., 1997) e codificam proteinas relacionadas a defesa da planta (Wen
et al., 1997). Swoboda et al. (1995) sugeriram um papel importante das proteinas Bet v [
durante a germinagdo do polen no estigma, protegendo os tecidos reprodutivos femininos de
infecgdo por patdogenos. Devido a similaridade das proteinas Bet v / a familia 10 das proteinas
“pathogenesis-related ”(PR), estas e suas homologas foram incorporadas a classe das
proteinas PR-10, que sdo induzidas por estresse, ataque de patdgenos e estimulo abidtico

(Hoffmann-Sommergruber, 2000).

2.4. Analise filogenética de genes

A filogenia ¢ uma hipdtese das relagdes existentes, as quais sdo expressas por
meio de representacdo em forma de arvores (Stearns e Hoekstra, 2003). Devido ao
desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica, os estudos de evolucao molecular
avancaram consideravelmente (Setubal, 2004), sendo a anélise filogenética de sequéncias de
DNA, uma importante ferramenta para estes estudos (Nei e Kumar, 1987). As arvores

filogenéticas podem ser construidas tanto a partir de dados qualitativos, tais como a presenca



14

ou auséncia de uma estrutura morfoldgica, ou a presenca ou auséncia de um dos quatro
nucleotideos em uma localidade particular do DNA; ou tragos quantitativos, como razodes
entre os comprimentos das porgdes corpéreas ou a porcentagem de similaridade entre
sequéncias de DNA (Stearns e Hoekstra, 2003). Sequéncias repetidas de DNA, como DNAs
satélites, minisatélites, microsatélites e genes repetidos em tandem, como as familias
multigénicas, tém sido descritas para muitas espécies e podem ser utilizadas como marcadores
cromossOmicos uteis em estudos de evolugao e de organizagdo gendmica (Martins, 2006).

No curso da histéria evolutiva, os genes e suas regioes regulatorias sofrem
variadas modificagdes, incluindo substituigdes nucleotidicas, duplicagdes, recombinagdes e
eventos de reparo (Liberles, 2001) e processos de duplicacdo génica, podem dar origem as
familias multigénicas, assim como novidades genéticas ao produzir novos genes (Gonzalez-
Duarte e Albalat, 2005; Thompson, 2006).

Os genes ortologos realizam a mesma fun¢do molecular ou celular e podem ser
identificados em genomas completos através das identidades entre todos os genes dos
organismos analisados (Dominguez, 1999). Os genes pardlogos podem realizar a mesma
funcdo, conduzindo a redundancia funcional (Dominguez, 1999) e apresentam uma extensa
semelhanca entres suas sequéncias primarias, o que se pressupde que hd um evento de
duplicagdo em série de um gene ancestral comum (Doyle e Gaut, 2000), seguido por
divergéncia durante o processo evolutivo (Reis e Teixeira, 2006; Fani et al., 2000). Os genes
paralogos podem ser duplicados em regides codificadoras e podem se agrupar em familias
(Thompson, 2006). A redundancia génica dos genes paralogos ¢ importante na evolucdo por
promover inovagdes genéticas, dessa forma, o entendimento das fungdes especificas de cada
membro de uma familia génica, assim como a comparacdo das mesmas entre as varias
espécies constituem problemas relevantes (Santamaria et al., 2004).

Diferentes modelos de evolucdo tentam exlicar a evolucdo de familias
multigénicas. Dentre eles, o modelo da evolugdo divergente implica na divergéncia gradual de
proteinas filogeneticamente relacionadas que, posteriormente, podem adquirir novas fungdes
génicas (Thompson, 2006). Um segundo modelo, evolugcdo em concerto, abrange todos os
membros de uma familia multigénica que evoluem conjuntamente, de forma que uma
mutacdo espalha-se por todos os membros da familia através de permutacdo ou conversao
génica. Esse modelo foi utilizado para explicar a evolugdo de varias familias, porém, sua
aplicabilidade comecou a ser questionada (Thompson, 2006). Conseqiientemente, um novo

modelo, chamado evolugdo por nascimento e morte, foi proposto e este modelo, propdem que
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novos genes sdo criados por eventos de duplicacdo gé€nica, sendo que alguns sdo mantidos no
genoma durante um longo periodo, enquanto outros sdo deletados ou tornam-se nao
funcionais (Nei e Hughes, 1992).

Muitos genes nucleares sao membros de familias multigéncias (Thompson, 2006).
A formagao dessas familias, devido a recorrentes duplicagdes e a divergéncias funcionais, t€m
sido fundamental na evolucdo de plantas (Thompson, 2006). Varios estudos tém sido
conduzidos para avaliar a dindmica evolutiva das familias multigénicas em plantas, como por
exemplo, as proteinas regulatorias R, as proteinas de ligacdao a clorofila a e b, entre outras
(Fernandes, 2009). A maioria dessas familias possui diversos /ocis e apresenta uma grande
variagdo no numero de copias entre as espécies (Thompson, 2006). Andlises filogenéticas
indicam que muito dessa variagdo pode ser atribuida a duplica¢des recentes e dessa forma, a
dinamica evolutiva dessas familias apresenta flutuacdes no ntiimero de copias através de
eventos multiplos de duplicacao e delegao (Morton et al., 1996). No entanto, os processos
evolutivos que controlam a estrutura dindmica de tais familias sdo relativamente pouco

compreendidos (Small e Wendel, 2000).



16

3. Objetivo

Realizar analises prévias dos genes da familia multigénica Bet vI encontradas em
Eucalyptus grandis e analisar seus similares presentes em outras espécies vegetais, utilizando
técnicas da bioinformatica molecular. Além dessas analises, interpretar a historia evolutiva
dos genes envolvidos, utilizando ferramentas da filogenia para entender o processo de

diversificacao dessa familia multigénica.



17

4. Material e métodos

4.1. Busca de sequéncias génicas

Foram realizadas analises da sequéncia 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 sequéncias CDS (Coding DNA Sequence) dos genes da
familia multigénica Bet v I (Pfam:00407) a jusante as regides com similaridade ao SCAR,
foram alinhadas através do software MUSCLE (Edgar, 2004) e a partir do alinhamento das
sequéncias foi obtida uma sequéncia consenso utilizando o software Bioedit Sequence
Aligment (Hall, 1999).

A sequéncia consenso obtida foi utilizada para a busca de outros genes da familia
multigénica Bet v I 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 sequéncia CDS similar ao
consenso de E. grandis tiveram suas sequéncias alinhadas pelo software MUSCLE (Edgar,
2004) e as sequéncias consensos de cada espécie foram obtidas utilizando o software Bioedit

Sequence Aligment (Hall, 1999).

4.2. Construcao de arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanca

Os consensos e as copias Unicas dos CDS dos genes similares a familia
multigénica Bet v I das espécies vegetais analisadas foram alinhados pelo software MUSCLE
(Edgar, 2004), assim como as sequéncias CDS dos genes similares a familia multigénica Bet v
1 encontradas em Eucalyptus grandis, juntamente com um grupo externo (espécie mais
proxima ao E. grandis). Esses alinhamentos foram utilizados para a construgdo de arvores de
Maxima Verossimilhanga para o estudo dos genes desta familia multigénica entre as espécies
e dentro de E. grandis.

As construgoes das arvores de Maxima Verossimilhanga foram realizadas pelo
software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). Para o estudo filogenético da familia multigénica
Bet v I entre as diferentes espécies e dentro de E. granids, foram construidas arvores
filogenéticas de Maxima Verossimilhanga baseadas no modelo de Kimura-2-Parametros

(Kimura, 1980) com distribuicdo gamma. Os padrdes de divergéncia foram representados por
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um dendograma de Neighbor- Joining (NJ) com 1000 replica¢des no teste bootstrap, realizado
no software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). O modelo de Kimura-2-Parametros calcula a
média presente nas sequéncias de nucleotideos (Ratnasingham e Hebert, 2007), analisa a
distancia entre as espécies e também os caracteres diagnosticos e determina as distancias
genéticas intraespecificas e interespecificas (Ratnasingham e Hebert, 2007), além de levar-se
em consideracdo a taxa de transversdo e transi¢ao (Ribeiro, 2012). Analise bootstrap estima
erros estatisticos em situagdes onde distribuicdo de uma determinada amostra ¢ desconhecida
(Tamura et al., 2011) e o melhor modelo de substituicdo nucleotidica 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).
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Figura 1: Organograma representando as etapas realizadas durante a execucao do trabalho.



19

5. Resultados e discussao

A caracterizagdo molecular de uma mutagdo em Eucalyptus grandis resultou no
desenvolvimento de um marcador SCAR (Sequance Characterized Amplified Region)
(Lourengao, 2010). Ao analisar a sequéncia do marcador SCAR no genoma de Eucalyptus
grandis, foram encontradas 19 regides com similaridade ao SCAR (FIGURA 2). Dessas 19
regides, 14 apresentaram sequéncias relacionadas a proteina patogénica da familia Bet v 1

(Pfam: 00407) a jusante.

Target View
[ohick feature to wiew in browser]

scaffold_1 7839 0 Feature scale Target scale
1000 o 40.3M
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Figura 2: Regides no genoma de E. grandis com similaridades a sequéncia do marcador
SCAR relacionado a uma anomalia em E. grandis.

A partir do consenso obtido do alinhamento dos CDSs (Coding DNA Sequence)
dos genes a jusante das regides similares a sequéncia SCAR para anomalia de
desenvolvimento em FEucalyptus grandis (Lourengdo, 2010), foram encontrados 69 genes
similares pertencentes a familia multigénica Bef v 1. Os genes da familia multigénica Bet v [
codificam proteinas com funcdo de resposta a estimulos abioticos (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, estdo localizados em trés
scaffolds diferentes e se encontram organizados em tandem, o que corrobora com o fato destes
genes pertencerem a uma familia multigénica (Goes et al., 2011).

Esta mesma sequéncia 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 numero de genes variando de 1 a 35 (TABELA 1). Em
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eucariotos, as familias multigénicas podem variar no tamanho e no numero de membros
(Wagner, 2002; Ohta, 2003). As espécies que demonstraram mais de um gene com
similaridade ao consenso de eucalipto, tiveram as sequéncias CDSs alinhadas (FIGURA 3) e
restritas a um consenso para cada espécie. Os consensos € as sequéncias Unicas das espécies
foram utilizados para as analises filogenéticas de todos os representantes, assim como as

sequéncias dos genes encontrados em Eucalyptus grandis.
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Figura 3: Sequéncias CDS de genes da familia multigénica Bet v I de Prunus persica
alinhadas para a obtencdo de uma sequéncia consenso unica.

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

;. e N° de Porcentagens de
Espécie Familia e
genes 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% a91,2%
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 nimero de genes da familia
multigénica Bet v I com relagdo as 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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20006), estudos sugerem que o ecucalipto tenha sofrido eventos de duplicagdo gendmica
ancestral (Myburg et al., 2011). Tais eventos sdo frequentes em angiospermas e compreendem
de ciclos recorrentes de poliploidizagao/diploidizagao (Paterson et al., 2010).

As analises filogenéticas sao indicagdes das relagdes de ancestralidade (Miyaki et
al., 2001; Stearns e Hoekstra, 2003). Na arvore de Maxima Verossimilhanca entre as
diferentes espécies (FIGURA 4), a Selaginella moellendorffii foi utilizada para enraizar a
arvore, 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).

_34|: Aquilegia coerulea ] Ranunculaceae
14 Carica papaya | Caricaceas
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Figura 4: Reconstrugdo filogenética entre familias de plantas da divisdo Traqueofitas (Judd et
al., 2009) utilizando o método de Maxima Verossimilhanga.

Conforme pode-se verificar, a historia evolutiva da familia multigénica Bet v 1
ndo seguiu o mesmo padrao de historia evolutiva das espécies vegetais (FIGURA 4 e 5). Essa
diferenca pode ser explicada pelo fato de que as familias multigénicas sao formadas por genes
mais variaveis (Hood et al., 1975), ou seja, ao longo do tempo acumulam mais mutagdes que
em genes conservados (Dover e Tautz, 1986). Os genes menos conservados ndo fornecem o
melhor tipo de dado para inferéncias filogenéticas entre tdxons 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 nao apenas de um Unico gene, corroborando com a

divergéncia entre as histérias evolutivas da familia multigénica Bet v I e das espécies.
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Em FEucalyptus grandis, os 69 genes encontrados pertencentes a familia
multigénica Bet v I foram utilizados para inferir a historia evolutiva dessa familia através da
construgdo de uma arvore de Maxima Verossimilhanca (FIGURA 6). Estes genes estdo
localizados em trés regides (scafflolds 1, 8 e 9) diferentes no genoma de E. grandis.
Juntamente a analise dos genes de E. grandis, foi introduzido as sequéncias consenso das
espécies de Citrus (grupo Malvideas, clado Sapindales) (Judd et al, 2009) para que estas
sejam utilizadas para enraizar a arvore. O género Citrus foi escolhido para enraizar a arvore,
pois seu grupo taxonOmico ¢ considerado como grupo-irmao de Myrtales (clado de E.
grandis) (eurosideas II, Jansen et al., 2006 apud Judd et al., 2009) (FIGURA 5).

A andlise da reconstrugdo filogenética dos genes de E. grandis (FIGURA 6),
demonstrou clados fortemente sustentados com relagdo aos eventos mais recentes. Ja os nos
de eventos mais antigos estdo fracamente sustentados, indicando que os genes desta familia
multigénica estdo em processo continuo de mutagdo. Uma vez que os genes estudados estao
relacionados a patogenicidade, tal processo pode ser em decorréncia a uma melhora
adaptativa, conhecida por coevolucio patdégeno-hospedeiro (Camargo, 2002). Esse processo
de coevolucdo ocorre quando as espécies influenciam na evolucdo uma da outra ¢ ha uma
pressdo seletiva mutua e continua entre elas de tal forma que o ambiente de cada uma das
espécies se modifica conforme as competi¢cdes pela sobrevivéncia. Isso acaba por criar novos
mecanismos de adaptagao (Ridley, 2006) que pode se transformar em uma “corrida
armamestista” (Camargo, 2002). Pressupde-se que o hospedeiro e o patdgeno coevoluem
através de substituicdes génicas sucessivas € que mutagdes ocorrem na mesma taxa em ambos
(Stearns e Hoekstra, 2003). Segundo Vermeij (1987, 1999) e Camargo (2002), a relagao
patogeno-hospedeiro apresenta um padrao evolutivo por escalada, sugerindo que o patdégeno
cria novos mecanismos de ataque enquanto o hospedeiro responde com criacdo de novos
mecanismos de defesa. A coevolucdo patdogeno-hospedeiro € um processo antagdnico e pode
levar a um equilibrio dindmico conhecido como “Rainha Vermelha” (Ridley, 2006). Essa
hipotese da “Rainha Vermelha” se refere a obra literaria de Lewis Carrol em Alice no pais das
maravilhas: “é preciso correr tanto quanto se consegue para ficar no mesmo lugar” e a

“corrida armamentista” ¢ uma analogia as mudancgas coevolutivas (Ridley, 2006).
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Figura 5: Cladogramas
mostrando as relacoes
simplificadas entre os principais
grupos de angiospermas (Judd
et al., 2009).
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Figura 6: Reconstrucdo filogenética dos
genes de Eucalyptus grandis, utilizando o
método de Maxima Verossimilhanga.
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As duplicagdes genOmicas ancestrais, juntamente com 0s recorrentes processos
evolutivos, possuem um papel importante na adaptacdo dos organismos (Paterson et al.,
2010). Uma vez que os diferentes ambientes possuem uma ampla variedade de patogenos, a
grande diversidade dos genes da familia multigénica Bet v I, a qual pertence ao grupo de
proteinas PRs (pathogenesis-related), pode conferir vantagem na defesa ¢ adaptagdo. A alta
capacidade de adaptagdo do género Eucalyptus em variados ambientes (Bertola, 2000) pode
estar correlacionada com o grande nimero de genes da familia multigénica Bet v 1,
auxiliando-os na defesa contra o estresse biotico e, consequentemente, na adaptagao.

De acordo com os grupos fortemente sustentados, podemos inferir que os genes
do scaffold 8 sdo ancestrais em relagdo aos genes do scaffold 9, pois no clado sustentado com
94% verificou-se a presenca de genes do scaffold 9 e apenas um gene do scaffold 8 (FIGURA
6). Os genes do scaffold 8 também estdo presentes em outros clados com genes do scaffold 1
ou apenas genes do scaffold 8 (FIGURA 6).

Com relacdo a similaridade génica, a analise de Maxima Verossimilhanga sugere
que os genes de uma mesma regido (scaffold) sao mais proximos que os genes das outras
regides. A maior similaridade de genes localizados em uma mesma regido gendmica pode ser
explicada por sucessivas duplica¢des gé€nicas com possiveis processos de neofuncionaliza¢ao
e/ou subfuncionalizacdo. As duplicagdes gé€nicas produzem codpias idénticas de um mesmo
gene e estas podem progredir de diferentes formas: originar um pseudogene através de
mutacgdes deletérias; adquirir a subfuncionaliza¢do, onde as duas coOpias preservam as
sequéncias de aminoéacidos, mas cada copia adota algumas das caracteristicas do ancestral; ou
a neofuncionalizagdo, no qual um gene mantém a fun¢do original e o outro adquire nova
fun¢do (Gonzalez- Duarte e Albalat, 2005).

Para esclarecer as questdes mais antigas da historia evolutiva, seria necessario
incluir outros genes mais conservados na analise. A utiliza¢do de genes com menores taxas de
mutacdo, associados aos genes PRs pode ser mais eficiente para um melhor entendimento
sobre o surgimento de varios genes similares em E. grandis. Dessa forma, de acordo com a
analise da reconstruc¢do filogenética foi possivel propor duas hipoteses sobre a evolugdo
desses genes em E. grandis.

A primeira hipotese (FIGURA 7) sugere que o gene ancestral estd localizado no
scaffold 8. Este gene teria sofrido duplicacdes e subsequentes mutacdes em suas copias. Uma
ou mais copias podem ter sido transferidas para o scaffold 1, e neste sofrido, novamente,

duplicacdes e mutacdes, 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 nimero de genes que sdo 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 duplicacdes e mutagdes.

1 1e8 8e9

Figura 7: Esquema representativo da historia evolutiva dos genes da familia multigénica Bet
v 1 em E. grandis, de acordo com a hip6tese 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) duplicagdes e
subsequentes mutacdes; (b) transferéncia de um ou mais genes do scaffold 8.

A segunda hipédtese (FIGURA 8) sugere que o gene ancestral esteja localizado no
scaffold 1, o qual poderia ter sofrido duplicacdes e subsequentes mutagdes em suas copias.
Uma ou mais coOpias deste scaffold podem ter sido transferidas para o scaffold 8. As
duplicagdes e mutacdes ocorreram concomitantemente em ambos scaffolds, assim apenas
parte dos genes dos scaffolds 8 e 1 sdao similares. Na arvore filogenética (FIGURA 6), esse
processo ¢ 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 hipotese anterior, os genes do scaffold

9 teriam surgido a partir de um ou mais genes do scaffold 8.
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Figura 8: Esquema representativo da historia evolutiva, de acordo com a hipotese na qual o
gene ancestral da familia multigénica Bet v I em E. grandis estaria no scaffold 1. (1) genes do
scaffold 1; (8) genes do scaffold 8; (9) genes do scaffold 9; (a) duplicacdes e subsequentes
mutagdes; (b) transferéncia de um ou mais genes do scaffold 1; (c) transferéncia de um ou
mais genes do scaffold 8.
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6. Conclusao

De acordo com as representagdes filogenéticas, pode-se inferir que a historia
evolutiva da familia multigénica Bet v I ndo segue o mesmo padrao evolutivo que as espécies
vegetais. O mesmo padrdo poderia ser obtido acrescentando-se um representante de cada
grupo vegetal na analise filogenética, o que ndo foi possivel devido ao reduzido nimero de
genomas vegetais sequenciados. Além disso, a inclusdo de mais genes pode contribuir para
uma melhor resolugao filogenética.

Na representagdo filogenética dos genes de Eucalyptus grandis, pode-se observar
que apenas os clados de eventos mais recentes estdo fortemente sustentados. Isto sugere que
os genes da familia multigénica Bef v I estdo em continuo processo de evolutivo, ou seja,
possuem alta taxa de mutagdo, conferindo grande variabilidade desses genes em E. grandis. O
grande niimero de genes de E. grandis (69) com relagdo as demais espécies (1 a 35) pode
estar associado a alta capacidade de adaptacdo do eucalipto em diferentes ambientes,
conferindo vantagem adaptativa ao estresse bidtico. Além disso, o E. grandis possui alta taxa
de heterozigose devido a sua domesticagdo recente, o que garante alelos diferentes para um

mesmo gene.
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