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RESUMO

O metabolismo vegetal € composto por uma complexa rede de eventos fisicos e quimicos que
resultam na fotossintese, respiracao, e na sintese e degradacdo de compostos organicos. Isto
s6 é possivel gracas aos diferentes tipos de respostas a inimeras variagdes ambientais que
um vegetal pode estar sujeito, adquiridas ao longo da evolu¢éo, levando também a conquistas
de novos ambientes. O ciclo do glioxilato € uma via metabdlica localizada nos glioxissomos
de plantas, que possui papel Unico no estabelecimento das plantulas. Considerado como uma
variacdo do ciclo do acido citrico esta via utiliza uma molécula de acetil-Coenzima A, oriunda
da beta-oxidacdo de lipidios para sintetizar compostos que sao utilizados na sintese de
carboidratos. As enzimas Malato sintase (MLS) e Isocitrato liase (ICL) sdo exclusivas deste
ciclo e essenciais na regulacdo da biossintese de carboidratos. Devido a auséncia das etapas
de descarboxilacdo, como fatores limitantes da velocidade, estudos mais detalhados da
filogenia e evolugcdo molecular dessas proteinas permite o esclarecimento dos efeitos da
presencga desta rota nos processos evolutivos envolvidos em espécies vegetais. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi estudar a relagcéo entre a evolugdo molecular das enzimas Isocitrato
liase e Malato sintase e sua filogenia, nas plantas verdes (Viridiplantae). Para isso, foram
utilizadas sequéncias de aminoacidos e nucleotideos dos genes, a partir de repositérios online
como o Genbank e Uniprot. As sequéncias foram alinhadas e, em seguida, submetidos a
andlise estatistica dos modelos de melhor ajuste de substituicao. A filogenia foi reconstruida
por métodos de distancia (Neighbor-joining) e métodos discretos (Maxima Verossimilhanca,
Maxima Parcimbnia e Analise Bayesiana). O reconhecimento de padrbes estruturais na
evolucdo das enzimas foi feito por predicdo e modelagem por homologia das estruturas das
sequéncias das proteinas obtidas. Com base nas andlises comparativas entre modelos in
silico, das enzimas, e partir dos resultados de inferéncia filogenética, ambas as enzimas
apresentam um padrdo de conservacao relativamente elevado em sua estrutura e geram
topologias condizentes com dois processos de selecdo e especializagédo dos seus respectivos
genes. Deste modo, confirmando a relevancia em se realizar novos estudos para se elucidar
0 metabolismo vegetal sob uma perspectiva evolutiva das relagbes entre 0s genes e a

expressao de suas enzimas.

Palavras-chave: Ciclo do Glioxilato; IcL; MLS; Sele¢&o Positiva; Metabolismo.




ABSTRACT

The plant metabolism consists of a complex network of physical and chemical events resulting
in photosynthesis, respiration, synthesis and degradation of organic compounds. This is only
possible due to the different kinds of responses to many environmental variations that a plant
could be subject through evolution, leading also to conquering new surroundings. The
glyoxylate cycle is a metabolic pathway found in glyoxysomes plant, which has unique role in
the seedling establishment. Considered as a variation of the citric acid cycle, it uses an acetyl
coenzyme A molecule, derived from lipids beta-oxidation to synthesize compounds which are
used in carbohydrate synthesis. The Malate synthase (MLS) and Isocitrate lyase (ICL) enzyme
of this cycle are unique and essential in regulating the biosynthesis of carbohydrates. Because
of the absence of decarboxylation steps as rate-limiting steps, detailed studies of molecular
phylogeny and evolution of these proteins enables the elucidation of the effects of this route
presence in the evolutionary processes involved in their distribution across the genome from
different plant species. Therefore, the aim of this study was to establish a relationship between
the molecular evolution of the characteristics of enzymes from the glyoxylate cycle (isocitrate
lyase and malate synthase) and their molecular phylogeny, among green plants (Viridiplantae).
For this, amino acid and nucleotide sequences were used, from online repositories as UniProt
and Genbank. Sequences were aligned and then subjected to an analysis of the best-fit
substitution models. The phylogeny was rebuilt by distance methods (neighbor-joining) and
discrete methods (maximum likelihood, maximum parsimony and Bayesian analysis). The
identification of structural patterns in the evolution of the enzymes was made through homology
modeling and structure prediction from protein sequences. Based on comparative analyzes of
in silico models and from the results of phylogenetic inferences, both enzymes show significant
structure conservation and their topologies in agreement with two processes of selection and
specialization of the genes. Thus, confirming the relevance of new studies to elucidate the

plant metabolism from an evolutionary perspective.

Keywords: Glyoxilate cyclo; IcL; MLS; Positive selection; metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Padrdes e Processos Evolutivos em Plantas

As plantas que atualmente existem na Terra sdo o resultado de um longo e
continuo processo de selecdo natural. Para todo e qualquer ser vivo, a selecdo natural
€ 0 elemento regulador no estabelecimento e sucesso reprodutivo de uma espécie no
meio ambiente (Darwin, 1859). O que néo ¢ diferente para os vegetais.

Sua origem e evolucdo remonta as diversas transi¢des criticas de ambiente a
que este grupo passou ao longo de geracdes, tendo inicio a colonizacdo do meio
terrestre com as embridfitas, até alcancarem o auge da independéncia reprodutiva da
agua com as angiospermas (Lewis; McCourt, 2004; Judd et al.,, 2009; Niklas;
Kutschera, 2009). Assim, de forma gradual, as plantas que originalmente habitavam
os ambientes Umidos, se estabeleceram em ‘terra firme”, desenvolvendo indmeras
estruturas e mecanismos fisioldégicos para sobreviver nesse meio (McCourt, 2004).

As angiospermas, ou plantas com flores, sdo tratadas como o maior grupo
dentre as eudicotileddneas, com mais de 300.000 espécies vivas (Niklas, 1997; Soltis
& Soltis, 2004) distribuidas em cerca de 450 familias (Soltis; Soltis, 2004) com
representantes na maioria dos habitats, e cerca de 90 milhdes de anos (Qiu et al,
1999). Diferentes hipéteses tém sido elaboradas para justificar o grande nimero de
espécies de angiospermas em comparacdo com as demais plantas terrestres ou
aguaticas, além de explicar o porqué sao tdo comuns ecologicamente (Doyle, 1978;
Stebbins, 1981, 1992; Crepet, 2008; Grimaldi, 1999; Magallon et al, 1999; Verdu,
2002; Fenster et al, 2004; Grimaldi; Engel, 2005; Friis et al, 2006; Bomblies; Weigel,
2007). A maioria delas estdo associadas a um dos seguintes campos: (1) atributos
vegetativos, ou seja, sua morfologia organografica e anatomia diversificada, taxas de
crescimento rapido, juntamente com a alta condutividade dos vasos e sua capacidade
de extensa plasticidade fenotipica, (2) importancia dos caracteres reprodutivos, ou
seja, tipo de floracdo e morfologia, sindromes de polinizacdo, dupla fecundacéo,
endosperma e embriogénese para difusdo das sementes por meio de frutos
comestiveis, e (3) uma perspectiva mais pluralista, explicando que o sucesso das
plantas com flores esta na unidao de todos os fatores mencionados acima (Crepet;
Niklas, 2008).



As principais fontes de diversificacdo nas Angiospermas estdo na
recombinacdo génica, mutacdes e eventos de completa duplicagdo do genoma
(Whole-genome duplication — WGDs), essenciais na sele¢&o natural e deriva génica.
A recombinacéo génica envolve a segregacao de genes que ocorrem principalmente
durante a meiose, na formacédo dos esporos durante o processo de crossing-over,
onde ha a troca de segmentos cromossOmicos entres 0s pares de Cromossomos
homologos alinhados. Ja as mutacdes envolvem alteracdes na molécula de DNA,
sejam elas pontuais (troca de nucleotideos), insercoes, duplicacbes, delecdes e
inversdes de partes de um cromossomo, ganho ou perda de cromossomos inteiros ou
mudancas no genoma por inteiro (Waters, 2003; Judd et al., 2009). Os efeitos dessas
mudancas podem ser letais, neutros ou seletivamente vantajosos, caso Novos
arranjos génicos promovam beneficios ao metabolismo ou a fisiologia das plantas.

Embora os processos de duplicacbes de genes individuais, segmentos
cromossOmicos, ou genomas inteiros sejam tratados como principal fonte de material
para a origem de novidades evolutivas, ndo esta claro em todos os vegetais como
estes adotam com sucesso uma trajetdria evolutiva de um estado inicial de
redundancia completa, em que um exemplar € dispensavel, para uma situacao estavel
em que ambas as copias sdo mantidas (Lynch; Conery, 2000). Porém, sabe-se que
apos a duplicacdo do genoma em plantas ha a subsequente acdo da selecéo
purificadora (ou negativa) com remocédo das mutacdes prejudiciais; neutra por deriva
genética com variagdo aleatoria nas frequéncias alélicas; ou positiva, fixando as
mutacdes que tragam alguma vantagem ao individuo (Kimura, 1989; Futuyma, 2009;
Nei et al, 2010). Esses fendmenos podem resultar em grandes modificagbes no
padrdo da expressdo génica e proporcionar uma importante fonte de variacéo
adaptativa (Dickinson, 2012). Durante os processos de duplicacéo e selecao, os novos
pares de genes podem gerar ortélogos, conjunto de genes que divergiram por
especiacao, a partir de um ancestral comum, ou se manterem como réplicas distintas
dentro da mesma espécie, acarretando na formacédo dos paralogos (Ridley, 2006;
Futuyma, 2009) (Fig.1). Sendo apenas esse Uultimo capaz de possuir ou ndo a mesma
funcdo de seu ancestral, ao sofrer pressao de selecao diferenciada.

Logo, existem trés desfechos para evolucdo dos genes duplicados: (1) uma
cOpia pode ser silenciada por mutacdes degenerativas (ndo funcionalizacdo ou
pseudogenizac¢do), (2) uma copia pode adquirir uma nova funcdo e ser preservada

pela selecdo natural, retendo a outra copia com a funcéo original (neofuncionaliza¢éo);



ou (3) ambas as cOpias podem se tornar parcialmente comprometidas pelo acumulo
de mutacdes, ao ponto em que a capacidade de ambas € reduzida para o nivel da

Gnica copia do gene ancestral (subfuncionalizacao) (Futuyma, 2009; Dickinson, 2012).

Figura 1: Processos de duplicacdo do gene.
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Legenda: Duas possibilidades de duplicacéo dos genes identificados na evolugdo das plantas
terrestres. Copias em azul estdo diretamente relacionadas ao ancestral comum.

Eventos de duplicacdo de genes foram intensamente concentrados em torno
de 319 e 192 milhGes de anos atras, implicando em dois eventos de completa
duplicacdo do genoma (Whole-genome duplication — WGDs) em linhagens ancestrais,
pouco apés a diversificagdo das plantas com sementes e angiospermas atuais,
respectivamente (Lawton-Rauh, 2003; Jiao et al., 2011) (Fig.2). A duplicacdo desse
genoma forneceu material genético bruto para o surgimento de novidades funcionais
e metabdlicas (Maira et al. 2013). Estas completas duplicagcbes dos genomas
ancestrais resultaram na diversificacdo de genes regulatérios importantes para o
estabelecimento de modificagcdes nos mecanismos enzimaticos e desenvolvimento de
sementes e flores, sugerindo que eles estavam envolvidos em grandes inovacdes que,
em Ultima analise contribuiu para o aumento na dispersédo e dominacao das plantas

com sementes (Magallén; Castillo, 2009, Jiao et al., 2011).



Figura 2: Eventos poliploides ancestrais nas plantas com sementes e angiospermas.
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Devido a esses fatores, muitas linhagens das plantas verdes (Viridiplantae), por
meio destes e de outros processos de evolu¢cdo molecular, tém acumulado uma
extraordinéria diversidade de espécies que compreende uma vasta versatilidade
morfolégica, funcional e metabdlica, constituindo a base energética da grande maioria
dos ecossistemas terrestres (Lewis; McCourt, 2004; Niklas; Kutschera, 2009). No caso
das angiospermas a sua marcante diversidade e abundancia permitiu ndo apenas
uma capacidade de aclimatacdo, como também o desenvolvimento de interacfes
complexas dentre e entre os niveis troficos, e o surgimento de novos mecanismos

metabdlicos para sua sobrevivéncia (Futuyma, 2009; Niklas; Kutschera, 2009).
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O metabolismo vegetal € composto por uma complexa rede de eventos fisicos
e quimicos resultantes na fotossintese, respiracdo, e na sintese e degradacédo de
compostos organicos. As vias metabdlicas associadas a essa rede sao unidades com
funcdes bioquimicas que englobam uma série de conversdes de substrato a produtos,
conduzidos por meio de um intermediério quimico (Schnarrenberger; Martin, 2002).
Isto s6 € possivel gracas ao grande numero de interacdes provenientes dos diferentes
mecanismos quimicos, enzimaticos e regulatérios oriundos da expressao génica
diferenciada, em resposta as indmeras modificacbes a que um vegetal pode estar
sujeito, provenientes da plasticidade na capacidade de resposta adquirida ao longo
da evolugdo molecular e conquistas de novos ambientes (Futuyma, 2009; Niklas;
Kutschera, 2009; Magallon; Castillo, 2009; Finet et al. 2010).

1.2 Ciclo do Glioxilato e suas Origens

Dentre as principais rotas bioquimicas dos eucariontes, o ciclo do acido citrico
ou do acido tricarboxilico (TCA) constitui um elemento central no metabolismo de
carbono das plantas superiores, que fornecem, entre outras coisas, 0s elétrons para
a fosforilacdo oxidativa na membrana mitocondrial, intermediarios para a biossintese
de aminoacidos, e oxaloacetato para a gliconeogénese (Schnarrenberger; Martin,
2002). Embora o ciclo do acido tricarboxilico seja uma via mitocondrial tipica em
eucariontes superiores, com a maioria de suas enzimas codificadas no nucleo, sua
origem remonta as a-proteobactérias, reforcando a hipotese que os genes nucleares
eucariéticos foram adquiridos a partir do genoma mitocondrial, apds aquisi¢cdo de uma
a-proteobactéria de maneira endosimbiotica durante o curso de evolugédo (Huynen et
al., 1999; Gray et al., 1999, 2001; Adams; Palmer, 2003).

Ao se estudar as enzimas do ciclo do TCA necessariamente também se
envolve o estudo das véarias enzimas envolvidas no Ciclo do Glioxilato em plantas,
pois trés etapas enzimaticas sdo comuns a ambos os ciclos, estas catalisadas por
isoenzimas diferencialmente compartimentadas, processos analogos as isoenzimas
do cloroplasto envolvidas no ciclo de Calvin e Glicolise nos vegetais (Schnarrenberger;
Martin, 2002). Caracterizado nas Plantas por Kornberg & Beevers (1957), o Ciclo do
Glioxilato é descrito como uma variante do ciclo do TCA capaz de realizar a conversao
liquida de duas moléculas de acetil-CoA a succinato, evitando as duas etapas de

descarboxilagdo do Ciclo do TCA, catalisados pela Isocitrato desidrogenase e a-



cetoglutarato desidrogenase (Cooper & Beevers, 1969; Eastmond & Graham, 2001;
Kornberg & Beevers, 1957; Schnarrenberger & Martin, 2002). Esse apresenta sua
atividade mais evidente nos tecidos de reserva, hdo sendo ausente sua expressao
relacionada a outras funcdes no vegetal (Nelson; Cox, 2011).

Contudo, é amplamente aceito que o ciclo do glioxilato opere ndo apenas nas
plantas verdes mas também em bactérias (Nelson; Cox, 2011), fungos (Lowenstein,
1967), protistas (Levy; Scherbaum, 1965; Nakazawa et al., 2005), além de alguns
invertebrados (ex. C. elegans), onde identificaram e caracterizaram uma enzima
bifuncional com atividades de ambas, ICL e MLS, que aparentemente evoluiu por um
processo de fusdo dos respectivos genes (Liu et al., 1995; Nakazawa et al. 2011).

Em meio a maioria das sementes de plantas oleaginosas o endosperma é o
tecido especializado na reserva de nutrientes e metabdlitos, utilizado durante a
germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo da plantula (Eastmond; Graham,
2001). Neste tecido, os lipidios sé@o a principal fonte energética das sementes, onde
sdo armazenados durante a sua maturacao (Graham, 2008). Quando necessario sdo
rapidamente convertidos a metabdlitos solaveis, que podem ser transportados para a
plantula e utilizados para suprir o crescimento, permitindo que o sistema fotossintético
se estabeleca antes do esgotamento das reservas (Quettier; Eastmond, 2009).

A mobilizacdo dos 6leos durante a germinacdo envolve uma regulacao
coordenada de uma complexa rede metabdlica de genes, enzimas e proteinas
associadas, integrada com varios outros aspectos do metabolismo celular (Graham,
2008). Apbés a mobilizacdo proveniente da B-oxidacdo dos acidos graxos, ha a
formacdo de moléculas de acetil-CoA, que serdo posteriormente metabolizadas via
ciclo do glioxilato (Fig.03; a), situado no Glioxissomo, formas especializadas do
peroxissomas em plantas (Graham, 2008; Nelson; Cox, 2011). Logo, este ciclo é
mobilizado essencialmente durante o inicio da germinacdo até plantula jovem ser
capaz de emitir sua radicula e estabelecer seu sistema fotossintético.

Em um determinado espaco de tempo a semente germinada esta sujeita a uma
gama de variagbes ambientais que podem acarretar em respostas indesejadas no
desenvolvimento do vegetal. Portanto, a auséncia dos passos de descarboxilacdo
(Eastmond; Graham, 2001; Graham, 2008), como fatores limitantes da velocidade de
reacdo, permite o aproveitamento dos carbonos provenientes de moléculas lipidicas
e molécula de acetil-CoA para a sintese de carboidratos, ja que no ciclo do acido

citrico os dois carbonos do residuo acetil séo liberados na forma de COz2, impedindo



0 seu aproveitamento para reacdes de sintese, apds a entrada no ciclo. O que nao é
executado pelos representantes do subreino Metazoa, com excec¢édo dos nematddeos,
visto que ndo ocorre a sintese de carboidratos a partir da utilizacdo de moléculas de
carbono na forma de Acetil-CoA (Liu et al., 1995; Nelson; Cox, 2011).

Figura 3: Ciclo do Glioxilato e aproveitamento do Succinato para sintese de carboidratos por
rota alternativa do metabolismo de Acetil-CoA.
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o ciclo do glioxilato e TCA, conduzindo a sintese de carboidratos. Fonte: Nelson & Cox, 2011.

As enzimas Malato sintase (MLS; EC 4.1.3.2) e Isocitrato liase (ICL; EC 4.1.2.1)
sdo Unicas ao ciclo do glioxilato, e as outras 3 enzimas, Citrato sintase (CSY),
Aconitase (ACO), e Malato desidrogenase (MDH) séo compartilhadas com o Ciclo de
Krebs. As proteinas MLS, ICL e CSY estao localizadas nos peroxissomos vegetais,
enquanto as reacdes enzimaticas da ACO e MDH para o ciclo do glioxilato estédo
localizadas fora do glioxissomo (Fig.3 e 4). Ambas MLS e CSY utilizam acetil-CoA
como substrato para produzir malato e citrato, respectivamente (Graham, 2008).

Assim, duas moléculas de acetil-CoA séo introduzidos em cada volta do ciclo,

resultando na sintese liquida de um mol do composto de quatro carbonos succinato,



pela enzima ICL (Eastmond; Graham, 2001; Kunze et al., 2006). O succinato passa

7

do glioxissomo para a mitocondria e entra no ciclo de Krebs (Fig.3; b), onde é
convertido a malato. Este € exportado para o citosol em trocado de succinato e
convertido a oxaloacetato pela isoforma citosdlica da enzima Malato desidrogenase.

Por fim, a enzima Fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinase, catalisa a
conversdo do oxaloacetato a PEP promovendo a sintese de carboidratos sollveis
para a nutricdo e desenvolvimento do embrido, via o processo de gliconeogénese
(Fig.03; b) (Eastmond; Graham, 2001; Walli; Brows, 2010).

Devido a serem exclusivas do ciclo do glioxilato (Graham, 2008), as enzimas
MLS e ICL s&o comumente utilizadas como marcadores para a mensuragao do fluxo
nesta rota metabdlica (Fig.4). Em muitas sementes oleaginosas, existe uma forte
correlacdo entre a quebra e mobilizacéo dos lipideos e a expressado da ICL e da MLS
durante o crescimento pos-germinativo (Eastmond; Graham, 2001). Contudo, existem
modelos vegetais em que a atuacdo desse é dispensavel, em algumas condi¢des.
Plantulas do mutante da ICL de Arabidopsis tém dificuldade de crescimento, pois sao
incapazes de converter o acetato da 3-oxidacdo em agucares (Eastmond et al., 2000),
e tendem a utilizar o Citrato ou o Acetato dos peroxissomos nas reagdes oxidativas
da mitocéndria (Eastmond; Graham, 2001; Cornah et al., 2004). A auséncia da MLS
em Arabidopsis resulta em um fendétipo menos severo (Kunze et al., 2006), pois as
plantulas sdo capazes de realizar um mecanismo de gliconeogénese alternativo,
empregando as enzimas da fotorrespiracdo em conjunto com as do ciclo do glioxilato,
pois foi constatado que ambas as rotas coexistem nos mesmos peroxissomos durante
o crescimento da plantula em outras espécies de oleaginosas (Cornah et al., 2004).

Embora esta via aparente ndo ser um requerimento essencial a germinacao e
ao crescimento inicial (Eastmond et al., 2000), a conversao liquida de lipideos a
carboidratos é extremamente necesséaria para um melhor desenvolvimento destas
plantulas (Graham, 2008), propiciando uma vantagem evolutiva e por consequéncia

levando a uma maior taxa de sucesso reprodutivo.



Figura 4: Regulacao e processos e

nvolvidos na mobilizacdo dos acidos graxos das reservas

de sementes para conversdo em sacarose, via ciclo do glioxilato em Arabidopsis.
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Portanto, tendo em vista essas enzimas desempenharem um papel central nas
etapas iniciais de utilizacdo das reservas lipidicas das sementes e estabelecimento
do estagio de plantula, a escassez de conhecimento sobre suas relacdes e processos
evolutivos, que podem ter determinado a sua distribuicdo entre as plantas verdes
(Viridiplantae), denota uma clara necessidade de estudos com suporte molecular
filogenético para melhor caracterizagdo de seus genes, origem e relacdes evolutivas

do ciclo entre diferentes espécies vegetais.

1.3 As enzimas ICL e MLS

Conforme descrito anteriormente, o Ciclo do Glioxilato envolve cinco atividades
enzimaticas que estdo compartimentalizadas nos glioxissomos de plantas, exceto a
Aconitase localizada no citosol (Graham, 2008). Duas entre essas enzimas S&o
responsaveis por fornecer uma via intermediaria do metabolismo, permitindo certo
organismos atenderem suas demandas de carbono por meio de compostos de dois
carbono: (1) a Isocitrato liase, com a clivagem de isocitrato a succinato e glioxilato
(enquanto no ciclo Krebs o isocitrato é convertido a succinato e duas moléculas de
diéxido de carbono); e (2) a Malato sintase, ao condensar glioxilato de um grupo
acetila originado partir de uma molécula de acetil-CoA para a producdo de malato,
afim de repor o conjunto de intermediarios do ciclo do TCA (Howard et al., 2000;
Eastmond; Graham, 2001; Nelson; Cox, 2011). De maneira sucinta, as equac¢des das

reacoes descritas, para cada enzima, consistem em:

® Isocitrato — succinato + glioxilato

Ao se representar a acdo catalitica da ICL (EC 4.1.3.1) na clivagem do isocitrato
para formacao de succinato e glioxilato.

(i) Glioxilato + H,O + acetil-CoA — L-malato + CoASH

A MLS (EC 4.1.3.2) ao transferir o grupamento acetila do acetil-CoA para o
glioxilato resultando em L-malato. Ou seja, a sintese de carboidratos oriunda do

consumo das reservas lipidicas em plantas pode ser resumida por:



(iii) Acido graxo — acetil-CoA — [(i)+(ii)] — fosfoenolpiruvato — [glicélise]

Embora as enzimas sejam consideradas unidade Unicas sua acao catalitica
esta na verdade associada a um conjunto de unidades menores. No caso do ciclo do
TCA, e por conseguinte sua variante, muitas enzimas consistem de mdultiplas
subunidades (Schnarrenberger; Martin, 2002). Estruturalmente ambas as enzimas
tém sido designadas com formas monomeéricas e oligoméricas (Howard et al., 2000).

A MLS né&o segue um padrédo estrutural conservado em todos 0s seres Vivos,
sendo isolada na forma de octamero de subunidades idénticas de = 60-kDa dentre
algumas espécies vegetais, como um homotetramero em fungos, e como um
homodimero em eubactérias. A ICL é caracteristicamente um homotetramero com
subunidades de = 64 kDa. As eucaridticas se enquadram em dois grupos: (a) um que
contém as sequéncias eucaridticas de Caenorhabditis e Chlamydomonas e
apresentam elevada similaridade a genomas homdlogos em y-proteobacterial, e (b)
aguele que codifica as enzimas glioxissomais de plantas e fungos (Schnarrenberger;
Martin, 2002; Kondrashov et al., 2006).

1.4 Bases Moleculares da Evolugdo em Proteinas

Para que se possa compreender as mudancas a que estdo sujeitas as
macromoléculas de DNA, RNA e/ou Aminoacidos nas vias metabdlicas, sejam em
plantas ou qualquer outro tipo de ser vivo, € imprescindivel entender algumas das
causas e origens destes processos evolutivos rumo a adaptacao.

Como mencionado anteriormente, a evolucdo nos acidos nucleicos ocorre
continuamente por processos de mutacdo, 0S quais provocam alteracées nos
aminoécidos codificados. Estes resultam em subsequentes modificagcdes na forma e
funcionamento das proteinas (Futuyma, 2009; Nelson; Cox, 2011). Porém, as origens
da evolucdo molecular ndo estdo associadas apenas as falhas nos mecanismos de
ligagéo dos pares de bases durante a replicagdo do DNA, aonde entram as mutagdes
classificadas de acordo com a alteracao estrutural que produzem (Mutacdes pontuais,
Insercdes e Delecdo), mas também aqueles ligados a outros processos ja citados para
as plantas (Nei; Kumar, 2000). Dentre esses estdao a Recombinacdo, Duplicacéo

génica e transferéncia horizontal de Genes.



Mutacbes por modificacfes estruturais sao todas tipos de mutacbes em
pequena escala mas que podem afetar diretamente um ou poucos nucleotideos de
um gene (Ridley, 2009). A Selecado Natural irh exercer seu papel no momento em que
essa resposta resultar em alguma variacdo adaptativa de estado vantajosa ou
prejudicial para o organismo (Futuyma, 2009). Podendo ser mantida nas geracoes
seguintes se a mutacdo conferir algum tipo de vantagem ou eliminada, pela auséncia
de sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo do portador. Porém, ao ocorrer mutacdes
neutras, auséncia de vantagens adaptativas, o seu estabelecimento nas populacbes
sera pelo mecanismo de Deriva Genética, em que por terem frequéncias alélicas
aleatorias ao longo das geracfes ndo € possivel convergir o sentido das mudancas
evolutivas (Nei; Kumar, 2000; Ridley, 2009).

A deriva genética e a Selecdo natural raramente ocorrem isoladas em
populacdes naturais; ambas estdo sempre agindo sobre uma populagéo (Ridley,
2009). Entretanto, o grau de influéncia destes dois fenébmenos pode variar em funcao
das circunstancias. Um exemplo de tal fenbmeno estd presente nas mutacdes
sinbnimas, pois nao irdo interferir no processo de adaptacao do individuo ja que néo
apresentam um impacto funcional significativo na codificacdo dos aminoacidos, mas
irdo gerar um efeito cumulativo que dara origem a diversidade bioldgica nas geracdes
seguintes (Nei; Kumar, 2000; Futuyma, 2009).

A molécula de DNA esta sujeita a dois diferentes processos de substituicdo
nucleotidica em suas sequéncias, que acarretardao em mutacdes (Jukes; Collis, 1994).
Mudancas por “transi¢cdo”, no que se refere as trocas envolvendo nucleotideos de
tipos quimicos iguais (purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra
pirimidina) e/ou “transverséo”, definida pelas substituicées envolvendo os diferentes
tipos quimicos (pirimidinas por purinas ou vice-versa). Contudo, a probabilidade de
ocorréncia entre estas duas formas tende a favorecer as transi¢cdes, mais comuns e
frequentes se comparadas as transversdes (Futuyma, 2009).

A taxa de substituicdo entre sequencias apresenta uma relacédo direta com o
tempo de divergéncia entre elas. Devido a multiplas mudancas que podem ocorrer no
mesmo sitio a relacéo entre a diferenca e o tempo de divergéncia das sequencias
tende a torna-se repetitivas, levando por consequéncia a perda com o tempo da
informacéo ali contida por saturagcéo (Nei; Kumar, 2000; Ridley, 2009).

Portanto, a casualidade nas mutagfes esta associada com a natureza dos

processos que as originam, contudo ainda € necessaria a acdo dos processos



secundérios de deriva genética ou selecdo natural para se definir o papel que esta
mudanca trard ao individuo e sua espécie.

Ao se abordar as implicacdes diretas destas modificacdes para o0 metabolismo
do individuo, podemos estabelecer uma relacdo com o produto proteico originado e
sua influéncia sobre a conformacé&o estrutural de uma proteina, pois como resultado
dessas mutac¢des pontuais a leitura dos codons durante a sintese proteica é alterada
e apenas uma unica mudanca pode ocasionar transformacdes a longo prazo (Nelson;
Cox, 2011; Meier et al., 2007).

Durante a evolucao a selecdo pode agir ndo s6 ao nivel de sequéncias, mas
também ao nivel de organizacdo estrutural das proteinas (Meier et al., 2007).
Parametros subjacentes associados com os processos de mutacéo e fixacao também
sdo importantes. Estes incluem: a taxa de mutacéo, a taxa de recombinacdo e o
tamanho da populacéo. Compreender a coevolugéo de residuos dentro das estruturas
protéicas é fundamental tanto para a analise dos mecanismos de funcionamento
enzimaticos das proteinas (Liberles et al., 2012), bem como para estudos evolutivos
em redes de interatomas.

Modelos probabilisticos de mudanca em sequéncias tém um papel central no
estudo da evolugcdo molecular. Suas vantagens sdo a exploracdo em simulacdes
qualitativas na evolucdo das proteinas, como por admitirem a estimativa de
parametros e avaliacdo de hipéteses através de testes estatisticas baseadas em
verossimilhanca. Para evitar implicacdes da presenca de sitios independentes, as
sequéncias de proteinas sao tipicamente preditas para apresentarem propriedades
tais como a estabilidade termodinamica e dobramento, sendo a taxa de substituicdo
expressa em funcao de alteracdes destas propriedades (Liberles et al., 2012).

Dentre as proteinas envolvidas nos sistemas bioldgicos, aqueles presentes no
metabolismo apresentam um elevado grau de conservagédo no que diz respeito aos
seus dominios funcionais. Logo, regides estruturais que apresentem um dominio
funcional nas suas sequencias tentem a ser mais conservada evolutivamente ao longo
do tempo, uma vez que a pressao de selegdo ira atuar diretamente sobre a por¢céo
envolvida na acdo da proteina (Nei; Kumar, 2000; Futuyma, 2009). Deste modo,
demonstrando a necessidade em se elucidar as relacdes das rotas/vias do

metabolismo vegetal, sob uma perspectiva evolutiva molecular estrutural.



1.5 Métodos em Filogenia Molecular

Ao se realizar estudos de evolucdo molecular, a necessidade intrinseca do uso
de ferramentas que se apoiem na utilizacdo de caracteres moleculares como base
para as andlises da histéria evolutiva, seja de um grupo de organismos ou gene, se
faz presente por meio da filogenia. O termo “filogenia molecular” se refere a filogenia
macromolecular, ou seja, o estudo das relagdes evolutivas entre 0os organismos e seus
genes pelo uso de sequéncias de acidos nucléicos e aminoacidos, elementos
transponiveis, ou outros marcadores (Graur; Li, 2000).

Logo, a utilizacdo dos dados moleculares para o esclarecimento e proposi¢cao
de teorias sobre processos evolutivos envolvidos na reconstrucdo filogenética de
organismos e suas rotas metabdlicas, bem como sua origem, tem se tornado o
principal recurso dos pesquisadores nos ultimos anos, a exemplo dos estudos de Gray
(1999), Adams (2003), Schliter et al. (2006), Hugler & Sievert (2011), Soltis et al.
(2011) e Maira et al. (2013).

Incialmente, para se estabelecer as relacdes filogenéticas derivadas a partir do
conjunto de sequéncias moleculares que se esta estudando, o correto alinhamento é
uma etapa indispensavel (Nei; Kumar, 2000; Schneider, 2007). Na filogenia molecular
a forma mais comum de alinhamento se trata do “alinhamento multiplo”, utilizado na
inferéncia das relacdes evolutivas entre sequéncias, e determinacédo dos padrdes de
funcionamento entre grupos de genes. Os métodos de alinhamento entre sequéncias
sdo baseados num sistema de escores para cada alinhamento obtido entre cada
pareamento (Schneider, 2007), no qual sua pontuac¢éo € calculada por algoritmos que
determinam se a presenca de trocas dos pares e eventos de insercado ou remocao
(indels) serdo necessarios para a correta disposicdo do alinhamento.

Os métodos de inferéncia filogenética conhecidos, por meio de alinhamentos
de sequéncias, podem ser baseados nas distancias entre os pares de sequéncias, ou
na presenca ou auséncia de variabilidade nos sitios analisados entre cada sequéncia.
Sendo assim, os métodos de inferéncia filogenética podem ser categorizados em dois
tipos basicos: os métodos de distancia e os métodos discretos (Page; Holmes, 2001).

Dentre esses métodos, as técnicas de reconstrucdo mais comum aplicadas
séao: a Neighbor-joining (NJ) e Evolucdo Minima (ME), como métodos de distancia;
Maxima parciménia (MP), Maxima verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB),

como métodos discretos (Nei; Kumar, 2000; Lemey et al., 2009). Segundo Schneider



(2007), é necessario estar claro quais sdo as implicacdes na escolha dos métodos,
pois cada um apresenta algoritmos diferentes, uma vez que as conclusdes relevantes
na evolucéo, em termos de topologias, podem acarretar em interpretacdes erroneas.
Os métodos de distancia como o Neighbor-joining ao converterem o alinhamento em
uma matriz de distancias entre sequéncias reflete a informacéao contida nelas sobre
distancia evolutiva atual entre seus representantes na forma de topologias (Nei;
Kumar, 2000). Como métodos discretos mais utilizados na reconstrucao filogenética
estdo o método da Maxima Parciménia e o da Maxima Verossimilhanca.

A Maxima ParcimOnia é baseada na concepcao de que a maior probabilidade
de se reconstruir a filogenia est4 na escolha da hip6tese que pressupbe o menor
namero de mudancas ou etapas para se obter o resultado final. Ao se trabalhar com
esse método apenas parte da informacdo contida nas sequéncias pode ser
recuperada, uma vez que nem toda variabilidade sera utilizada como sitios
informativos. Com isso, o niumero de substituicdes em cada sitio informativo é inferido
e a totalidade em cada arvore é calculada, para assim a arvore final com menor
namero de modificacdes ser selecionada (Nei; Kumar, 2000).

Na Maxima Verossimilhangca sua inferéncia considera todos os sitios
indistintamente (Schneider, 2007) com base no principio da verossimilhanca, em que
dentre todas as topologias possiveis apenas a com maior probabilidade sera
considerada a mais correta. Para isso, dentre as sequéncias analisadas um modelo é
proposto com sua topologia e comprimento dos ramos levados em consideragcédo. Em
seguida, variacbes desse modelo séo propostas e a filogenia que apresentar maior
probabilidade é considerada a mais verossimil (Nei; Kumar, 2000).

Para ambos, afim de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos nas
topologias pelos métodos citados acima, € realizado o chamado teste de bootstrap,
em que é feita uma reamostragem estatistica com reposicdo pseudoaleatéria dos
dados a cada corrida (Nei; Kumar, 2000). Durante essa reamostragem uma nova
arvore € construida com base em variacdes do conjunto de dados. A analise de
bootstrap € uma técnica simples e eficaz para testar a estabilidade dos grupos dentro
de uma arvore filogenética. A principal vantagem esta em poder ser aplicado,
essencialmente, em qualquer método de construcdo de arvores, embora deva ser
lembrado que a aplicagdo do método de bootstrap multiplica o tempo computacional
necessario para obtencdo do niumero de amostras solicitadas (Lemey et al., 2009).



Por fim, a Inferéncia Bayesiana, na qual antes de se comecar a analise €
preciso especificar quais as priori sobre as relacdes entre sequéncias. Pois, na
auséncia de informacdes sobre suas relacdes, uma solucéo simples seria atribuir uma
probabilidade equivalente para todos. Contudo, nesse método durante a construcao
da arvore filogenética o que € levado em consideracdo é a probabilidade a posteriori
de um determinado conjunto de dados, sem esquecer as taxas de verossimilhanca
presente e suas probabilidades a priori (Ronquist et al., 2009). Seguindo o teorema
de Bayes, para estimar a distribuicdo de probabilidade a posteriori o método se utiliza
do algoritmo de Metropolis (Metropolis et al., 1953), através de amostragem obtida
com a construgdo de uma cadeia de Markov Monte Carlo, cadeia essa que tem a
propriedade de convergir para um estado de equilibrio, independente do ponto de
partida. E para que isso ocorra, ao longo de suas geracfes pequenas mudancgas sao
aceitas ou rejeitadas de acordo com os valores de verossimilhanca do estagio
seguinte na cadeia (Lemey et al., 2009).

Além disso, na analise e inferéncia filogenética para garantir a veracidade da
reconstrucao e influéncia dos processos evolutivos séo levados em consideracédo no
calculo outros parametros, como: os modelos probabilisticos evolutivos, distribuicdes
Gamma, proporc¢ao de sitios invariaveis, etc (Nei; Kumar, 2000; Schneider, 2007).

Todavia, independentemente do meétodo utilizado para se realizar a
reconstrucdo filogenética é necessario levar em consideracdo a escolha de uma
caracteristica distinta ao se enraizar as topologias que definam os estados primitivos
e derivados de um estado de carater, que ao se tratar de uma analise molecular sua
raiz (outgroup) pode ser considerada a sequéncia de apenas um ancestral comum ao
aparecimento do carater observado (Schneider, 2007; Lemey et al., 2009).

Estudos evolutivos de rotas metabolicas tém sido baseados em andlises
filogenéticas convencionais dos participantes de suas vias individuais, sendo feita a
partir destas apenas a comparacao entre as arvores obtidas das diferentes enzimas,
na busca por padrdes de similaridade ou divergéncia filogenéticas (Schnarrenberger;
Martin, 2002). Isso foi realizado para o ciclo de Calvin (a via de fixagdo de COz2), na
via glicolitica/gliconeogénica (Martin; Schnarrenberger, 1997; Henze et al., 2001), e
para as duas diferentes vias de biossintese de isoprendides (Lange et al., 2000). O
gue segundo os autores revelaram um elevado grau de mosaicismo dentre as vias
estudadas em ambos os tipos de organismo (procariotas e eucariotas), indicando que

essas tendem a evoluir como entidades coerentes de atividade enzimatica.



Sendo o ciclo do glioxilato um exemplo de via metabdlica com genes de
enzimas presentes no genoma de todos 0s vegetais, mesmo néo tendo sua expressao
designada na utilizacdo de reservas das sementes durante a germinacdo, como um
mecanismo compartilhado, trata-se de um possivel modelo de rota metabdlica que,
por estar sujeitas a processos evolutivos de dispersdo e colonizagdo de novas areas,
podem ter determinado sua distribuicdo entre as plantas. Ao nosso conhecimento,
apenas dois estudos anteriores abordaram o Ciclo do Glioxilato sob um enfoque
evolutivo, que sdo os trabalhos de Kondrashov et al. (2006) e Schnarrenberger &
Martin (2002). No entanto, estes autores ndo foram capazes de realizar uma
correlagcdo entre a evolucdo molecular das enzimas do ciclo com a evolucdo das
espécies oleaginosas estudadas. Adicionalmente, nos ultimos anos houve um intenso
aumento no numero de dados destas sequéncias disponiveis nos bancos de dados
biolégicos, devido ao crescimento do nimero de genomas vegetais sequenciados.
Demostrando a clara necessidade de estudos evolutivos e filogenéticos para um
melhor entendimento e conhecimento da evolucdo dos genes das enzimas MLS e ICL

e do proprio ciclo do glioxilato nas plantas verdes (Viridiplantae).



OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar estudos de evolucdo molecular das enzimas Isocitrato liase e Malato

sintase, no taxon Viridiplantae.

2.2 Especificos

Obter sequencias homologas (ortélogas e paralogas) dos genes das enzimas
Isocitrato liase e Malato sintase de diferentes representantes no taxon
Viridiplantae;

Realizar estudos de filogenia molecular dos genes das enzimas icl e mls;
Comparar a filogenia do grupo das Viridiplantae com as analises de
agrupamentos resultantes das sequéncias dos genes icl e mls;

Elaborar modelos tebéricos estruturais de ambas as enzimas para
representantes do taxon Viridiplantae;

Identificar os tipos de processos evolutivos envolvidos, a partir da observacao
de mudancas nas sequencias biologicas e nas estruturas tridimensionais das
enzimas Icl e Mls;

Inferir possiveis processos evolutivos envolvidos na diferenciacdo e

especializacdo do ciclo do glioxilato entre os grupos do taxon Viridiplantae.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Busca por similaridade e Obtencado das sequéncias

A Busca pelas sequéncias de interesse foi feita através das ferramentas BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), com o uso do BLASTp, PHI-BLAST (Pattern Hit
Initiated BLAST) e tBLASTn no NCBI (National Center for Biotechnology Information -
www.ncbi.nim.nih.gov) (Altschul et al., 1997) e UNIPROT (Universal Protein Resource
- www.uniprot.org), optando-se apenas pela aquisicdo de RefSeq's de diferentes
espécies em Viridiplantae que apresentam-se completas, com anotacdo e funcao
devidamente caracterizada para ambos os bancos de dados. Com a intencéo de se
obter uma melhor qualidade dos resultados as buscas foram feitas utilizando as
informacdes contidas nos dominios da proteina, familias e sitios funcionais, bem como
padrées e perfis de identificacdo associados no Pfam (Protein families databases -
http://www.pfam.xfam.org) e PROSITE (Database of protein domains, families and
functional sites - http://prosite.expasy.org), utilizando suas matrizes de escores de
posicdo especifica de residuos (PSSM - Position-Specific Scoring Matrix) e padrées
de assinatura proteica. Todas as sequéncias foram obtidas com base nos seus genes
reconhecidos para diferentes representantes do genoma vegetal e armazenadas em
formato .fasta (Pearson, 1990), enquanto as informacdes sobre anotacdo em formato
ASN.1 (NCBI).

3.2 Montagem de um banco de dados local

Um banco de dados local em servidor Apache 2.2.27 (HTTP Server) foi
construido com as sequéncias obtidas, em uma estacdo de trabalho Linux, a partir da
utilizacao do pacote wwwblast-2.2.26-x64 (ftp.ncbi.nih.gov/blast
/executables/release/) fornecido pelo NCBI, para uso local da ferramenta BLAST,
através de um conjunto de programas independentes que realizam buscas por
semelhanca utilizando o mesmo algoritmo heuristico dos servidores do NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/).



3.3 Multiplo alinhamento, Andlise de Saturacado e Teste do Modelo

As sequéncias foram submetidas inicialmente a alinhamento multiplo com o uso
da ferramenta MAFFT (v.7.149; Katoh; Asimenos; Toh, 2009; Katoh; Toh, 2010),
meétodo de refinamento interativo L-NS-i e penalidades de Gap opening 1,53 e Offset
value nulo. Adicionalmente, em proteinas foram utilizados os alinhamentos estruturais
dos dominios conservados em sequéncias proteicas (Fig.5), retiradas do CDD
(Conserved Domains Database - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd) (ref) das
subfamilias de cada umas das enzimas (Tabela 1).

Em seguida, ambos os tipos de sequéncias (nucleotideos e amino&cidos) foram
realinhadas com auxilio do programa Geneious R7 (v.7.1.5; Biomatters®) e seu préprio
algoritmo de alinhamento multiplo padrdo. Todas foram alinhadas de acordo com
matrizes de substituicio de aminoacidos e nucleotideos adequadas as distancias
evolutivas (Matriz BLOSUM62 ou PAM 200) (Henikoff & Henikoff, 1992; Altschul,
1991). Durante a analise da qualidade dos dados obtidos por meio dos alinhamentos
finais, por se tratar de uma etapa crucial na verificacdo da informacéao filogenética
neles contida, precaucdes adicionais foram tomadas no tratamento de possiveis gaps
indesejados oriundos de sequencias conservadas globalmente, mas possuindo
seguimentos ndo segmentos independentes ndo condizentes com 0s reais eventos
de insercéo e remocao (indels).

As analises de saturacdo nas substituicbes nucleotidicas foram realizadas a
partir de cada alinhamento multiplo final com o auxilio do programa DAMBE (v.5.2.31;
Xia; Xie, 2001). Para determinar qual modelo evolutivo de substituicdo mais adequado
a cada conjunto de dados, foram utilizados os programas jModelTest 2 (v.2.1.4;
Darriba et al., 2012) e ProtTest 3 (v.3.2; Darriba et al., 2011) na construgéo da matriz
de distancia, levando em consideracdo a heterogeneidade nas taxas de substituicdo
ao longo dos sitios pelo uso da distribuicio Gamma (+G), proporcdo de sitios
invariaveis (+l), ambos (+I1+G) e em alguns casos a frequéncia (+F) (de bases
nucleotidicas e ou de aminoacidos). Totalizando cerca de 120 variac6es de modelos
possiveis para proteinas e 88 para nucleotideos. Ainda nesta etapa, com o auxilio dos
programas Geneious R7 e MEGAG (v.6.05; Tamura et al., 2013) foram calculadas as
matrizes de substituicdo, determinada a composicédo de amino&cidos e nucleotideos,

e o contetdo G+C do conjunto de sequéncias.



Tabela 1 — Identificacdo dos dominios conservados das enzimas malato sintase (MLS) e
isocitrato liase (ICL), utilizados nos multiplos alinhamentos.

Familia Subfamilia Identificado N2 Seqs.
Malate_synt cd00480
malate_synt A cd00727 28
malate_synt G cd00728 10
ICL_KPHMT cd06556
ICL_PEPM cd00377 40
KPHMT-like cd06557 100

Fonte: CDD - conserved domains and protein three-dimensional structure, 2014.

3.4 Anaélises filogenéticas e Teste de Selecao

A reconstrucdo filogenética prévia envolveu métodos de distancia (NJ) e
caracteres discretos (MP) que foram feitas com o auxilio do programa MEGAG6
(Molecular Evolutionary Genetic Analysis), utilizando o teste de Bootstrap com 500
repeticdes como medida de suporte. Isto foi realizado para verificar a consisténcia e
confianca nas topologias obtidas, mas levando em consideracdo o0s parametros
exclusivos de cada conjunto de dados.

Para construcdo das arvores de Maxima ParcimOnia optou-se pelo método de
busca heuristico TBR (Tree Bisection and Reconnection) capaz de reduzir o nUmero
de topologias procuradas sem que haja necessidade de uma busca exaustiva, e para
o Neighbor-joining foi levado em consideracdo o modelo de substituicdo adequando a
cada conjunto de dados. Nas duas analises optou-se por remover do calculo de
reconstrucdo todos os sitios que continham lacunas de alinhamentos e falta de
informacgéao (Gaps/Missing datas).

Em seguida, andlises com o método de Maxima Verossimilhanca foram
realizadas duas analises para cada alinhamento de aminoécidos, utilizando modelos
de substituicdo evolutivos distintos na reconstrucdo das topologias, utilizando os
programas FastTree (v.2.1.5; Price et al., 2010) e PhyML 3 (v.3.1; Guindon et al.,



2010), ambos executados por meio do software Geneious R7. Nessa analise 0s
paramentos de construcdo das arvores de ambas as enzimas com o FastTree foram
mantidos, por padrdo a opcao Fastest e otimizacdo dos valores de verossimilhanca
com correcdo Gamma. No PhyML 3, por se tratar de um programa com algoritmo mais
robusto, péde-se calcular os valores de suporte aos ramos por Bootstrap, com 500
repeticbes, otimizagdo no tamanho dos ramos das topologias e método de busca
heuristico por NNI (Nearest Neighbor Interchange). A escolha dos modelos de
substituicdo, valores de +G e proporcdo de sitios invariaveis foram efetuadas de
acordo com os resultados obtidos na etapa anterior de testes dos modelos.

A Inferéncia Bayesiana foi conduzida a partir do pacote de programas BEAST
(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (v.1.8.0; Drummond & Rambaut,
2007), utilizando duas corridas independentes, contendo quatro cadeias simultaneas
de 10° geracdes e amostragem a cada 100 geracées, levando em consideragdo nos
modelos a distribuicdo Gamma (+G) na correcdo dos valores de alpha a priori. Os
arquivos obtidos contendo os parametros utilizados ao longo da execucdo do
programa foram utilizados como referéncia pela ferramenta TRACER (v.1.6;
Drummond; Rambaut, 2007), para verificar a credibilidade e estabilidade das cadeias.

Em seguida, as arvores consenso foram calculadas aplicando um burnin! de
dez por cento. Os arquivos com dendogramas gerados foram visualizados e editados
pelo programa FigTree (v.1.3.1; Drummond; Rambaut, 2007). Adicionalmente foram
implementados testde selecdo para cada gene foi feito no MEGASG, pelo teste Z
empregando o modelo de propor¢éo de Nei-Gojobori (Nei; Gojobori, 1986), no qual é
calculado o numero de substituicbes sinbnimas e nao-sindnimas e n° de sitios

potencialmente sindnimos e nao-sindnimos.

! Burnin: Prética de descartar porc3o inicial da amostra da cadeia de Markov, para que os efeitos dos valores
iniciais da reconstrugdo nao interfiram na inferéncia a posteriori.



3.5 Modelagem de Proteinas

As sequéncias de aminoacidos obtidas e resultantes do multiplo alinhamento
de cada enzima foram submetidas a anotacao e predicdo no Geneious R7 seguida da
modelagem estrutural por homologia, por meio do servidor online do Phyre2 (Protein
Homology/analogY Recognition Engine - http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) (v.2;
Lawrence etal., 2011). Para cada sequéncia de ICL e MLS, 10 modelos foram gerados
a partir de 8 estruturas conhecidas (3CUX, 3CUZ, 30YZ, 3CV1, 3CV2, 3ERB, 3EOL,
3POX) depositados no PDB (Protein Data Bank - http://www.rcsb.org/pdb), porém
retornando apenas o seu melhor modelo teérico. Em seguida, a pontuacdo DOPE
(Shen; Sali 2006), graficos de Ramachandran, sobreposi¢cdes estéricos, parametros
de desvio do carbono beta (CB), qualidade dos rotameros e de interacoes fracas, para
cada modelo foram estimados utilizando o MolProbity Server (Chen et al. 2010) e seus
escore Z, escores QMEANSG utilizando o servidor online do SWISS-MODEL (Arnold et
al. 2006). Os modelos obtidos foram gerados em formato PDB e visualizados
utilizando o UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004). Apés avaliagdo da qualidade dos
resultados obtidos na predicdo, cinco modelos de cada enzima foram selecionados
entre as espécies de cada representante das ordens/taxons das plantas verdes.

De posse das dez estruturas preditas, seus PDBs foram submetidos ao
Servidor ConSurf (http://consurf.tau.ac.il/) (Ashkenazy et al., 2010) comparadas aos
bancos de sequéncia UniRef (Suzek et al., 2007) para se identificar regides funcionais
por mapeamento de superficie de informacao filogenética das proteinas. Este utiliza
como critérios de investigacdo métodos de reconstrucao filogenética por Maxima
verossimilhanca e Inferéncia bayesiana. Como resultado desta busca, os sitios
conservados no mudltiplo alinhamento entre as estruturas foram visualizados com
ajuda do programa UCSF Chimera (v.1.9; Pettersen et al., 2004).

Os modelos com os melhores escores foram sujeitos a uma etapa adicional
para minimizar a energia da estrutura, onde foi utilizada a dinamica molecular. Esta
fase foi realizada utilizando Campo de Forca Amber-99SB* (Hornaket al., 2006) e o
workflow preestabelecido “Gromacs FULL MD Setup” do Servidor MDWeb (Hospital
et al., 2012), neste servidor sera utilizada a versao 4.0.2 do programa GROMACS
(Hesset al., 2008).



4. RESULTADOS

4.1 Sequéncias obtidas e selecionadas

Para primeira parte deste estudo, como resultado da busca feita nos bancos de
dados bioldgicos do NCBI e UniProt, foram encontradas entre hipotéticas, putative
(possiveis) e previamente identificas um total de quarenta e seis sequéncias de
espécies de Viridiplantae do gene da enzima Malato Sintase e setenta e cinco
sequéncias diferentes para Isocitrato Liase (disponiveis em 22/05/2014). Entre o
conjunto completo de sequéncias encontradas, foram selecionadas apenas aquelas
com representantes dos genomas vegetais completamente sequenciados. Porém,
para se evitar a presenca de sequéncias de genes pardlogos, apenas vinte
sequéncias diferentes para MLS e vinte e trés para ICL (Tabelas 2 e 3) foram utilizadas

como referéncias evidenciadas experimentalmente.

4.2 Alinhamento Multiplo entre sequéncias e Teste do Modelo

O multiplo alinhamento do conjunto de sequéncias demostrou a presenca de
insercdes, remocdes e mutacdes pontuais por substituicdes, sedo todos os tipos nas
sequéncias nucleotidicas (transicao e/ou transversao). Entre alguns individuos houve
regides de delecdo, com abertura e extensao de gaps, 0 que gerou uma variagao no
tamanho das sequéncias. Embora isso tenha ocorrido, conforme o esperado os
alinhamentos entre sequéncias de aminoacidos se mostraram relativamente mais
conservados do que as sequencias nucleotidicas, contendo em ICL uma identidade
entre pares de 68,4 a 73,9% e de seus sitos de até 17%, e em MLS de 68 a 69,3%
com até 27,4%. Nessas enzimas, considerando 0s possiveis pareamentos positivos
da matriz (BLOSUMG62) seus percentuais chegam a 75,8% e 78%, respectivamente.

Ao se realizar a predicdo de estruturas associadas aos alinhamentos de
organismos elencados como representes dos diferentes taxa das plantas verdes (Fig.
5 e 6), pbde-se constatar que regides das proteinas tendem a apresentar conservacao
na conformacdo de locais especificos da estrutura, ao longo de sua evolugédo. H4
regioes de beta folha e rotagéo do alinhamento associadas a montagem da estrutura

do TIM Barrel, como sitio catalitico das enzimas. Sendo ja perceptivel a propensao



dos agrupamentos formados pertencerem ao mesmo taxon num determinado nivel
filogenético. A conservacdo de regides das sequéncias de ambas as enzimas pode
ser ainda verificada pela tendéncia nas taxas estimadas na matriz de substituicdo
(Tabela 4 e 5), onde a frequéncia do niumero de transversdes entre 0s sitios é baixa.
O que também pode ser observado pela estimativa da razao (R) transicédo/transversao
entre sequéncias nucleotidicas, obtidas com auxilio do programa MEGA 6, foi de 1,37

e 1,39 para ICL e MLS, respectivamente.

Tabela 2 — Relag¢do das sequéncias do gene mls obtidos nos bancos de dados biolégicos,

mostrando seus respectivos contetidos GC (Guanina + Citosina).

Téxon/Ordem Nome da Espécies Acesso (Gl) Cgrge((%lo
Amborellales Amborella trichopoda 586752138 50,8
Brassicales Arabidopsis thaliana 15237551 46,1
Brassicales Brassica napus 126766 46,4
Brassicales Raphanus sativus 6225656 46,3
Chlamydomonadales | Chlamydomonas reinhardti 75130149 64,1
Chlamydomonadales | Volvox carteri 302853993 61,0
Cucurbitales Cucumis sativus 126768 47,3
Cucurbitales Curcubita maxima 126767 47,1
Fabales Glycine max 1170878 46,0
Fabales Glycine max 356563182 46,0
Malpighiales Ricinus communis 126773 45,3
Malvales Gossypium hirsutum 126770 42,9
Pinales Picea sitchensis 148909186 45,3
Poales Oryza sativa 21741699 72,6
Poales Sorghum bicolor 242076294 67,2
Poales Zea mays 1346487 67,2
Selaginellales Selaginella moellendorffii 302767316 62,7
Solanales Physcomitrella patens 168014816 55,8
Solanales Solanum lycopersicum 460381210 43,9
Solanales Solanum tuberosum 565369726 44 .4




Tabela 3 — Relacdo das sequéncias do gene icl obtidos nos bancos de dados bioldgicos,
mostrando seus respectivos contetidos GC (Guanina + Citosina).

Téaxon/Ordem Nome da Espécies Acesso (Gl) C(osr(l:t%%lo
Amborellales Amborella trichopoda 586642755 50,5
Asparagales Dendrobium crumenatum 11131348 53,3

Asterales Helianthus annuus 113030 47,7
Brassicales Arabidopsis thaliana 30686361 49,4
Brassicales Brassica napus 113026 48,6

Chlamydomonadales | Chlamydomonas reinhardti 159474436 62,9
Chlamydomonadales | Volvox carteri f. nagariensis 302854455 55,2
Cucurbitales Cucumis sativus 449490272 455
Cucurbitales Curcubita maxima 8134299 49,2
Fabales Glycine max 358248362 47,1
Fabales Glycine max 356542840 45,3
Malpighiales Ricinus communis 113032 43,5
Poales Aegilops tauschii 475510959 61,0
Malvales Gossypium hirsutum 113029 46,7
Pinales Pinus taeda 3831487 46,7
Poales Oryza sativa Japonica Group 115472481 61,4
Poales Oryza sativa Indica Group 218199746 60,3
Poales Sorghum bicolor 242050412 64,8
Poales Zea mays 194702636 65,7

Selaginellales Selaginella moellendorffii 302798645 60,1

Funariales Physcomitrella patens 168037648 65,5

Solanales Solanum lycopersicum 350539375 451

Solanales Solanum tuberosum 565403667 42.8

Contudo, ao se examinar as taxas de divergéncia evolutiva dos aminoacidos
(Tabela 6 e 7) pertencentes a cada representante de taxa distintos, ao contrario do
que era esperado, ha a auséncia na correlagdo das distancias seguirem um padréo
decrescente de valores, de acordo com os agrupamentos do sistema de classificacéo

atual dos vegetais.



Figura 5: Alinhamento e predi¢do das estruturas tridimensionais das sequéncias de Malato sintase de cinco representantes dos genomas vegetais
utilizados na analise filogenética.
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Figura 6: Alinhamento e predi¢do das estruturas tridimensionais das sequéncias de Isocitrato liase de cinco representantes dos genomas vegetais
utilizados na analise filogenética.
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Legenda: No alinhamento se encontram visiveis apenas os residuos de aminoacidos conservados em todas as sequéncias; ldentidade: Escala cores para similaridade
entre pares. Residuos 100% conservados (Verde), residuos de 30 a 100% conservados (esverdeado a marrom), e abaixo de 10% (vermelho); Estruturas: [E] alpha

helix; [

] espiral; [===] beta folha; e [

] rotacao.
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Tabela 4 — Matriz de substituicdo das frequéncias de nucleotideos entre as 23 sequéncias de
Isocitrato liase, obtidas de espécies de plantas verdes

A T/U C G
A - 5.85 5.92 12.05
T/U 5.76 - 16.58 3.57
C 6.81 19.39 - 6.36
G 10.06 3.03 4.62 -

Tabela 5 — Matriz de substituicdo das frequéncias de nucleotideos entre as 20 sequéncias de
Malato sintase, obtidas de espécies de plantas verdes.

A T/U C G
A - 4.54 6.58 12.57
T/U 5.18 - 15.76 6.72
C 6.58 13.80 - 7.03
G 10.49 4.90 5.86 -

Na etapa seguinte de avaliacdo da qualidade dos dados e sinal filogenético, o
teste de saturacdo das substituicbes demonstrou a presenca de uma tendéncia
gradativa a saturacdo entre as distancias e as taxas de transi¢do X transversao nos
alinhamentos, descrito melhor no item 4.3 a seguir. Posteriomente, as analises do
melhor modelo de ajuste a substituicdo nucleotidica utilizando o jModelTest, resultou
no modelo General Time Reversible (GTR) (Tavaré, 1986) para ambos os genes. A
proporcao de sitios invariaveis e parametro de distribuicio Gamma foram calculados
para icl e mls, porém apenas os valores de (+G) foram incluidos nas analises

posteriores, sendo eles 0,864 e 0,515, respectivamente.



Tabela 6 — Divergéncia evolutiva (p-distance) entre sequéncias de Isocitrato liase de
representantes dos genomas vegetais.

Amborella  Arabidopsis Pinus Selaginella Solanum Zea
trichopoda thaliana taeda moellendorffii  lycopersicum mays

Amborella trichopoda —

Arabidopsis thaliana 0,205 —

Pinus taeda 0,223 0,228 —
Selaginella moellendorffii 0,324 0,317 0,297 —
Solanum lycopersicum 0,203 0,187 0,210 0,326 —
Zea mays 0,239 0,214 0,252 0,326 0,214 —

Nota: Os valores correspondem ao numero de diferengas de aminoacidos por sitio entre
sequéncias no alinhamento. Em destaque, valores que indicam alta similaridade entre
espécies, embora estejam separados por cerca de 100 a 300 milhdes de anos.

Na estimativa do melhor modelo de substituicdo para proteinas, pelo uso do
ProtTest 3, obteve-se o modelo LG (Le; Gascue, 2008) para o conjunto de sequéncias
de Isocitrato Liase e Jones-Taylor-Thornton (JTT) (Jones et al., 1992) para Malato
sintase. Novamente, optou-se pelo uso apenas da correcdo Gamma, sendo seus
valores fixados nas analises em 0,564 e 0,752, respectivamente.

Tabela 7 — Divergéncia evolutiva (p-distance) entre sequéncias de Malato sintase de
representantes dos genomas vegetais.

Amborella Arabidopsis Picea Selaginella Solanum Zea
trichopoda thaliana sitchensis moellendorffii lycopersicum mays

Amborella trichopoda —

Arabidopsis thaliana 0,257 —

Picea sitchensis 0,313 0,302 —
Selaginella moellendorffii 0,313 0,304 0,293 —
Solanum lycopersicum 0,268 0,175 0,304 0,288 =
Zea mays 0,302 0,253 0,361 0,344 0,260 —

Nota: Os valores correspondem ao numero de diferencas de aminoacidos por sitio entre
sequéncias no alinhamento. Em destaque, valores que indicam alta similaridade entre
espécies, embora estejam separados por cerca de 100 a 300 milhdes de anos.



sandv

4.3 Andlise de Saturacao das Substituicfes

A andlise de saturagdo de substituicdes, realizadas com auxilio do programa
DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution) demonstrou que para
ambos os conjuntos de dados de alinhamentos de sequéncias nucleotidicas houve
saturacdo nas transi¢coes (S), conforme observado anteriormente nas tabelas de
matrizes de frequéncia de substituicdo. A representacdo grafica das distancias entre
sequéncias, pelo modelo GTR, contra as taxas de substituicdo do tipo transversdes
(V) tende a ser uma reta até dos valores utilizados de (Fig. 7), ratificando a presenca
do sinal filogenético e possivel uso destas sequéncias para estudos de filogenia e

evolucdo molecular de seus produtos protéicos ao nivel taxondmico das Viridiplantae.

Figura 7: Representagdo gréfica das taxas de transicdes e transversdes versus divergéncia

evolutiva entre as sequéncias obtidas dos genes das enzimas, utilizando modelo GTR.
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Legenda: (A) gréfico dos valores de MLS; (B) grafico dos valores de ICL. Em azul, transi¢8es (s) e
em verde transversdes (v).

4.4 Inferéncias Filogenéticas

Para a analise filogenética com o programa MEGAG6 foram utilizadas as vinte
sequéncias das enzimas MLS e vinte e trés de ICL, que apresentassem espécies
vegetais comuns, sendo ao final da reconstrucdo definido como outgroup a espécie
de alga verde Volvox carteri F. Stein (1873) (Gi 302854455). Os dendogramas
consenso foram calculados com base na distancia (Neighbor-Joining) e métodos
discretos (Maxima Parciménia), utilizando seus modelos de substituicdo adequados,

respectivos valores de distribuicdo inferidos e parametros citados anteriormente. Os



testes de Bootstrap foram realizados para verificar a consisténcia topologica e
confianca dos dados. Como resultado desta andlise prévia, os dendogramas
consenso obtidos para ambas as enzimas, apresentaram permutas no agrupamento
de tdxons em suas topologias, tendo seus indices de Bootstrap acima de 88 e 92 para
0 no correspondente ao nucleo das eudicotiledéneas (Eudicots Core), porém com
algumas incongruéncias taxondémicas nos ramos mais basais desse grupo, quando
comparada com a classificacdo taxondmica mais atual de APG Il (Angiosperm
Philogeny Group, 2003) (Anexo).

Embora os dendogramas obtidos por esses métodos apresentem valor
filogenético, por se tratar de um estudo molecular de evolugdo das estruturas dessas
proteinas seus critérios de reconstrucdo nao levam em consideracédo todos os fatores
e eventos presentes ao longo da diferenciacdo entre genomas e surgimento das
espécies pertencente aos vegetais.

Sendo assim, para inferir as relagdes evolutivos entre as enzimas optou-se pelo
uso apenas das topologias resultantes dos métodos baseados em caracteres
discretos, que apresentem correcdo pela utilizacdo do modelo evolutivo mais
adequado aos tipos de mudancas na conservacao de seus sitios e manutencédo de
sua estrutura para atividade catalitica. Para tanto, as arvores obtidas por meio das
sequéncias de aminodacidos, foram inferidas pelos métodos de Maxima
verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana.

As topologias acancadas com a ML se revelam condizentes com a realidade
evolutiva dos genomas vegetais entre as plantas verdes, o que € suportado pelos seus
valores de Bootstrap e comprimento dos ramos (Fig. 8) (Anexos). Além disso, o
agrupamento entre um maior niamero de espércies em MLS demonstra uma tendéncia
em terem uma maior taxa de conservacao dos sitios.

Para inferéncia bayesiana foram utilizadas os dois conjunto de sequéncias de
aminoacidos de cada enzima para constru¢cdo das arvores consensos. As arvores
apresentaram valores maximo (1.0) de PP (probabilidade a posteriori) em quase todos
0S ramos em ambos os conjuntos de dados (Fig. 9, 10, 11 e 12), exceto pelos valores
abaixo de 0.65 em ICL e 0.52 dos nos de separacdo entre as ordens das

angiospermas, dentro do nucleo das Eudicotiledbneas.



Figura 8: Arvores filogenéticas das enzimas Isocitrato liase e Malato sintase por Maxima Verossimilhanca.
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Legenda: Topologias obtidas utilizando os modelos de substituicdo LG+G para Isocitrato liase (a) e JTT+G para Malato sintase (b), no programa FastTree

Em destaque, agrupamentos associados a conservacdo na estrutura das enzimas. N° Valores de suporte dos ramos. Esquema de cores dos ramos
Organizacgdo das espécies em Classes correspondentes a classificagdo atual de APG IlI.



Figura 9: Arvore filogenética obtida por Inferéncia Bayesiana de sequéncias selecionadas da
enzima Isocitrato liase.

Arabidopsia_thaliana_sp F28297_ACEA ARATH

Brassica_napus_sp FP25248 ACEA BRANA

0,68

Glycine_max_sp_P45456 ACEA1_SQYBN

Rosids

Glycine_max_sp_P45457_ACEAZ _SQYBN

0,99

Cucumis_sativus_sp P49295 ACEA CUCSA

Cucurbita_maxima_sp PI3110_ACEA CUCMA

Gossypium_hirsutum_sp P17069 ACEA GOSH!

Ricinus_communis_sp P15479 ACEA RICCO

Solanum_lycopersicum_sp_P49297 _ACEA_SOLLC

0,97
Solanum_tuberosum_tr_M1CE49 M1CE49 SOLTU

Helianthus_annuus_sp F20689 ACEA HELAN

Basal Angiosperms

Amborella_trichopoda_tr WINEA3 WINEA3 AMBTC

Oryza_sativa_subsp_indica_tr_BEBGWS_BBBSWS_ORYSI

Monocots

Oryza_sativa_subsp_japonica_tr Q6Z6M4_QBZ6M4_ ORYSJ

0,95

Aegilops_tauschii_tr_ MBALGO _MBALGO AEGTA

Sorghum_bicolor_tr_ CSXAS8 CoxXAS8 SORBI

Zea mays tr B4FTFS_B4FTFI MAIZE

Dendrobium_crumenatum_sp QE5EZ6 ACEA DENCR

Pinus_taeda_sp Q43087 _ACEA FINTA

Tracheophyta

Physcomitrelia_patens_tr ASSYB0_ASSYBO_FPHYFA

Selaginelia_moellendaorffii_tr_DBSCX4 DSSCX4 SELML

Chiamydomonas_reinhardbii_tr_A8J244 A8J244 CHLRE

Green algae Volvox_carter_tr_D8UJBT_DBUJEBT1_VOLCA

Legenda: Filogenia molecular obtida utilizando o modelo de substituicdo LG+G para conjunto de 23
seguéncias de aminoacido da Isocitrato liase. Valores de PP dos ramos exibidos. Esquema de cores:
corresponde a separacao de Divisdo/Classe na classificacdo atual de APG llI.



Figura 10: Arvore filogenética obtida por Inferéncia Bayesiana de sequéncias selecionadas

da enzima Malato sintase.
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Monocots

Arabidopsis_thaliana_tr_QSLZC3 QIL2C3 ARATH

Brassica_napus_sp P13244 MASY_BRANA

Raphanus_sativus_sp Q43827 MASY _RAFPSA

Glycine_max_sp_P45458 MASY_SQYBN

Glecine_max_tr MMUNMS_11MUME SOYBN

Ricinus_communis_sp P17815_MASY_RICCO

Cucurbita_maxima_sp_ F24571_MASY_CUCMA

Cucumis_sabivus_sp POS216_MASY_CUCSA

f Gossypium_hirsutum_sp_P17432 MASY_GOSHI
0,52

Solanum_tuberosum _tr MT1B821_M1B821_S0LTU

Solanum_lycopersicum_tr K4BUXT_K4BJIXT _S0OLLC

Sorghum_bicolor_tr_CSYAX8_ C3YAXE SORBI

Basal Angiosperms

Fea mays sp P49081_MASY _MAIZE

Cryza_sativa_subsp._japonica tr QFXUGT_Q7XUGT_ORYSJ

Tracheophyta

Amboreila_trichopoda_tr WIFZY1_WIFZY1_AMBTC

Ficea_sitchensis_tr BBLFW3 BBLFW3 FICS!

Fhyscomitrella_patens_tr ASS0R4_ASS0R4_PHYFPA

Selaginelia_moeliendorffii_tr DBR8CE_DBRBCE_SELML

Chiamydomonas_reinhardtii_tr QEX898 QEX898 CHLRE

Green algae

Vaolvox_carteri_tr_ D8LITPO_DBUNIFD_VOLCA

Legenda: Filogenia molecular obtida utilizando o modelo de substituicdo JTT+G para conjunto de 20
seguéncias de aminoacido da Isocitrato liase. Valores de PP dos ramos exibidos. Esquema de cores:
corresponde a separacao de Divisdo/Classe na classificacdo atual de APG llI.
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Figura 11: Arvore filogenética obtida por Inferéncia Bayesiana de todas as sequéncias da

enzima lIsocitrato liase.

Green algae

Legenda: Filogenia molecular obtida utilizando o modelo de substituicdo LG+G para o conjunto de 66
sequéncias de aminodcido da lIsocitrato liase. N° exibidos: Valores de PP. Esquema de cores:

Basal Angiosperms

p Arabidopsis_thaliana_gi 553043 gh AAA32823. 1
E Arabidopsis_thaliana_gi 30686361_ref_NP_188809.2
1 Arabidopsis_lyrata_subsp._lyrata_gi 297835158 ref XP_002885461.1
Capsella_rubelia_gi 565482628 _ref_xP_006298954.1
Brassica_rapa_subsp._pekinensis_{r_M4CCB3 M4CCB3
Eufrema_salsugineum_gi 567196264 _ref xP_006406239.1
Brassica_rapa_subsp._pekinensis_ir_M4ER78_M4ERTS
Brassica_napus_gi 2143227_emb CAA73792.1
> Brassica_napus_gi 113026 sp P25248.1
Cicer_arietinum_gi_502171676_ref_XP_0045715081.1
Phaseolus_vulgaris_gi 593215712_ref XP_007132565.1
Glycine_max_gi 1168289 _sp P45456.1
Glycine_max_gi 358248362 ref NP_001239869. 1
Glycine_max_gi 1168290 sp P45457.1
Glycine_max_gi 2187117597 _dbj BAHO3206.1
: SGchme_max_gI_ 356542840 _ref XP_003539873.1
E' Citrus_sinensis_gi 568830863 ref XP_008469703.1
Citrus_clementina_gi_567910419_ref XP_006447523.1
Morus_notabilis_gi 587936284 _gh EXC237128.1
Populus_frichocarpa_gi 566211790 _ref_XP_006372947.1
Populus_frichocarpa_gi 224095736 _ref_XP_002370458.7
Ricinus_communis_gi 113032_sp P15479.1
Ricinus_communis_gi 2555777 31_ref_XP_002529741.1
Gossypium_hirsutum_gi 113029 _sp P17069.1
Theobroma_cacao_gi 590698034 ref XP_007045605.1
Theobroma_cacao_gi 590698041 _ref XP_007045607.1
Eucalyptus_grandis_gi 629080551_gh KCW46996. 1
Fragaria_vesca_gi 47071029839 ref XP_004287930.1
Prunus_persica_gi_ 595931173 ref XP_007215307.1
Cucurbita_maxima_gi 87134299 _sp P93770.7
Cucumis_sativus_gi 449490272 ref XP_004158557.1
Cucumis_sativus_gi 44946834 1_ref XP_004151880.1
Solanum_lycopersicum_gi 350539375 ref NP_001233878.1
Solanum_tuberosum_gi 565403667 _ref XP_006367277.1
lpomoea_batatas_gi 12005499 _gh AAG44479.7
Mimulus_guttatus_gi 604305701_gb EYU24789.1
Helianthus_annuus_sp_ P20699 ACEA_ HELAN
Genlisea_aurea_gi 527184531_gb EPS58388.1
; Vitis_vinifera_gi_ 225447308 _ref_xP_002280024.1
Amborella_frichopoda_gi 586642755 ref XP_006826484.1
ITE Amborelia_trichopoda_gi 586642763 ref XP_006826488.1
Amborella_trichopoda_gi 586642765 ref XP_006826489. 1
Aegilops_tauschii_tr MBALGO_MBALGO
Triticum_urartu_tr_ M7ZKW3_M7TZKW3
Triticum_aestivum_gi_283806369_db| BAIGE426. 1
Haordeum_vulgare_gi 326510125 dbj BAJBT279.1
Brachypodium_distachyon_gi 357122592 ref XP_003562999.1
_E,Ba Oryza_saliva_gi 119732335 gb ABL98203.1
1 Oryza_safiva_Japonica_gi 1154724871 _ref_NP_007059839.1
1 Oryza_saliva_Indica_gi 2718799746 gb EEC82173.1
Oryza_brachyantha_gi 573950986 ref XP_006657780.1
_@Zea_mays_gf_ 194702636 gh ACFB5402.1
1 Zea mays_gi 19567171466 gh ACGZ7563.1
1

Zea mays_gi 238010288_gh ACR36179.1

Rosids

Monocots

1 Sorghum_bicolor_gi_ 242050412_ref_XP_002462850. 1
Sefaria_ftalica_gi 574734399 _ref XP_004957902.1
Dendrobium_crumenatum_gi 11131348 sp QISE26.1

[;— Pinus_taeda_gi_3831487_sp_Q43097.1
— Pinus_taeda_gi 1353640_gb_AAC49686.1

Tracheo P hyta ’_(: Physcomitrella_patens_gi_168037648 ref XP_001771315.1

Physcomitrella_patens_gi_ 168037718 _ref XP_001771350.1

1
Selaginella_moellendorfii_gi 302798645 ref XP_0029871082.1
Bryophyta ' . —
Selaginella_moellendorffii_gi 302801596 ref XP_002982554.1
|_E Volvox_carter_tr_D8UJBT_D8UJBT

1 Chlamydomonas_reinhardtii_tr_A8J244_A81244

Paolytomella_sp._tr_QBGU31_QBGU3T

il

corresponde a separacao de Divisdo/Classe na classificacdo atual de APG llI.
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Figura 12: Arvore filogenética obtida por Inferéncia Bayesiana de todas as sequéncias da

enzima Malato sintase.
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1
0,51
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Raphanus_sativis_sp_ Q43827 _MASY_RAPSA
Frunus_persica_tr_MIWULT_MIWU4T_FPRUFE
Vitis_vinifera_tr F6GSSS_FBGSSI_VITVI
Citrus_clementina_tr_V4TNQE_VITNQE SROS!

Ricinua_communis_tr BORAKO _BIRAKD RICCO
Cucumis_sativiis_sp FOB296_MASY _CUCSA
Cucurbita_maxima_tr E3UZUS E3UZUE CUCNMA
Cucurbita_maxima_sp P24571_MASY _CUCMA
Solanum_tuberosum_tr_M1B8824 M{1B824 SOLTU
Sofanum_fcopersicum_tr K4BJUXE K4BIXE_SOLLT
Sofanum_tuberosum_tr M1BB29_NM1B821_S0OLTU
Solanum_lycopersicum _tr_ K487 _K4BIXT_SOLLC

1

_E Ricinus_communis_sp PI7815_MASY_RICCO
1

—{

Monocots

0,83

09

Asparagus_officinalis_tr QSLLC4 Q8LILC4 ASFOF
Hordeum vulgare_tr MOYGKZ MOYEKEZ HORVD
Hordeum_vulgare_tr_MOYSKO_MOYBKO_HORVD
Triticum_aestivim_tr_ W3SB9K2 WaBSKZ WHEAT

0,96

Aegilops tauschil_tr MBC272_MBC272_AEGTA

Triticum_urarty_tr M7YKFS_M7TYKFRG_TRIUA

Brachypodium_distachyon_tr_ MIZ20_HIZ20_BRADI
Setaria_italica_tr_ K3Y6B4 K3Y684 SETIT
1 Selona falca tL3V6Be KvGEL

Basal Angiosperms

0,82

L Setaria_italica_tr_K3Y6C4_K3Y6C4_SETIT

_E Sorghum_bicolor_tr_CSYAXS_CSYAXE S0ORB!

Zea mays_ sp P49081_MASY MAIZE

Bryophyta

Tracheophyta

L—

_@ Ficea sitchensis_tr BBLRMZ BBLRMZ FICS!

1

Green algae

il

Amboralia_trichopoda_tr_ WIFZY1_WIFZY1_AMBTC
Selaginella_moeliendorffii_tr DBRECE DERBCE SELML
Selaginelia_moellendorfii_tr D8QQK2_DBORK2 SELML
Fhyscomitrella_patens_tr_ A950R4_AS50R4_FPHYPA
Ficea_sitchensis_tr ASNWI1_ASNWI1_RICS!

Picea_sitchensis_tr_ BSLFIW3 BSLPW3 FICS!

_E Valvox_carteri_tr_DBUIFD_DBUIRPO_VOLCA

Chlamydomeonas_reinhardtii_tr_QEXE898 QEX898 CHLRE

_: Coccomyxa_subeliipsoidea_tr_|0YS595_10Y595_9CHLO

Chiorella_variabilis_tr_E1Z219_E1Z2!9 CHLVA

Legenda: Filogenia molecular obtida utilizando o modelo de substituicdo JTT+G para o conjunto de 41
sequéncias de aminoacido da Malato sintase. N° exibidos: Valores de PP. Esquema de cores:
corresponde a separacao de Divisdo/Classe na classificacao atual de APG llI.



4.5 Teste de Selecéo e Evolucao

O teste de hipdtese nula para os trés tipos de selecdo (positiva, neutra e
purificadora) foram aplicados sobre o conjunto de sequéncias nucleotidicas dos genes
de ambas as enzimas. Na tabela abaixo, a probabilidade de rejeicédo da hipotese nula
de estrita neutralidade (dN = dS) em favor da hipGtese alternativa € mostrada para
cada gene na primeira coluna, seguidas dos resultados da diferenca entre o nimero

de substituicdes sinbnimas e ndo-sinbnimas (dN — dS), por sitio do alinhamento.

Tabela 8 — Resultados do teste de sele¢éo (teste Z) na andlise das médias entre todos 0s
pares de sequéncias dos dois genes.

Hipotese alternativa Geneicl Genes de mls
P (dN —dS) P (dN —dS)
Selec¢é&o Positiva (dN > dS) 0,002 2,980 1,000 -18,067
Selecédo Neutra (dN =/=dS) | 0,004 2,897 0,000 -19,053
Selec¢é&o Purificadora (dN < dS) | 1,000 -2,892 0,000 18,057

Nota: Os valores de P inferior a 0,05 sdo considerados significativos ao nivel de 5%. A analise envolveu
20 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢des que continham lacunas e dados ausentes foram
eliminados. Analises evolutivas foram realizadas em MEGA6 com o método de Nei-Gojobori.

4.6 Predicdo dos Modelos de Proteinas

Todos os modelos gerados pelo Phyre2 e correspondentes valores obtidos no
MolProbity e Swiss-Model, utilizados na avaliacdo da qualidade de predicdo suas
estruturas tridimensionais tedricas, foram sumarizados nas tabelas a seguir. Por
apresentar uma certa conservacao filogenética entres sequéncias (observada em
andlises prévias) seus modelos indicaram uma tendéncia a exibirem a conservagéo
também em sua conformacdo. Dentre os escores obtidos para ambas as enzimas,
pelo MolProbity, o Clashscore revelou valores abaixo de 0,75 em todos. No Swiss-
Model, os modelos avaliados de Malato sintase se mostraram muito bons, por
apresentarem em todos o Z-score e QMEANscore6 altos, que ao resultarem em

valores proximos a 1 indicam uma melhor qualidade nas estruturas obtidas.



Tabela 9 — Modelos tedricos de Isocitrato liase de espécies representantes das Viridiplantae
e respectivos valores de escores, avaliados pelo MolProbity e QMEANSG.

Modelo Escores
Amborella trichopoda
Clashscore 66.77
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 2.89%
Ramachandran desfavoravel 3.16%
Ramachandran favoravel 92.1%
Desvio do carbono beta 0.76%
Ligagbes com comprimentos ruins 0%
Ligacdes com angulos ruins 1.43%
MolProbity Score 3.13
Z-Score -2.075
QMEANSscore6 0.576
Arabidopsis thaliana
Clashscore 72.72
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 2.54%
‘&"'::"'7 Ramachandran desfavoravel 2.26%
%{)ﬁ\‘ Ramachandran favoravel 92.16%
: 1* £ "{‘1‘:’ Desvio do carbono beta 1.50%
”?,,F S Ligagbes com comprimentos ruins 0%
Ligagbes com angulos ruins 1.47%
MolProbity Score 3.12
Z-Score -2.357
QMEANSscore6 0.55
Chlamydomonas reinhardtii
Clashscore 50.36
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 3.99%
Ramachandran desfavoravel 1.20%
Ramachandran favoravel 94.94%
Desvio do carbono beta 1.31%
Ligagbes com comprimentos ruins 0.03%
Ligagbes com angulos ruins 1.52%
MolProbity Score 2.98
Z-Score -1.909

QMEANSscore6 0.604




Modelo Escores
Pinus taeda
Clashscore 58.32
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 2.32%
Ramachandran desfavoravel 3.29%
Ramachandran favoravel 91.35%
Desvio do carbono beta 0.37%
LigagBes com comprimentos ruins 0%
Ligagdes com angulos ruins 1.44%
MolProbity Score 3.02
Z-Score -2.434
QMEANSscore6 0.548
Selaginella moellendorffii
Clashscore 63.58
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 1.97%
Ramachandran desfavoravel 2.48%
Ramachandran favoravel 90.43%
Desvio do carbono beta 0.56%
LigagBes com comprimentos ruins 0%
Ligacdes com angulos ruins 1.47%
MolProbity Score 3.04
Z-Score -1.699
QMEANSscore6 0.608
Solanum lycopersicum
Clashscore 67.44
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 1.89%
Ramachandran desfavoravel 2.62%
Ramachandran favoravel 91.97%
Desvio do carbono beta 0.56%
LigagBes com comprimentos ruins 0%
Ligagdes com angulos ruins 1.47%
MolProbity Score 3
Z-Score -1.77

QMEANSscore6 0.602




Tabela 10 — Modelos teéricos de Malato sintase de espécies representantes das Viridiplantae e
respectivos valores de escores, avaliados pelo MolProbity e QMEANSG.

Modelo Escores
Amborella trichopoda
Clashscore 55.16
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 3,81%
Ramachandran desfavoravel 1.57%
Ramachandran favoravel 93.19%
Desvio do carbono beta 1.33%
Ligagdes com comprimentos ruins 0%
Ligagdes com angulos ruins 1.46%
MolProbity Score 3.10
Z-Score -0.38
QMEANSscore6 0.725
Arabidopsis thaliana
Clashscore 60.82
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 1.48%
Ramachandran desfavoravel 0.54%
Ramachandran favoravel 94.82%
Desvio do carbono beta 0.58%
Ligacdes com comprimentos ruins 0%
LigagBes com angulos ruins 1.37%
MolProbity Score 2.74
Z-Score -0.237
QMEANSscore6 0.738
Chlamydomonas reinhardtii
Clashscore 61.51
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 2.01
Ramachandran desfavoravel 0.18%
Ramachandran favoravel 94.67%
Desvio do carbono beta 1.57%
LigagBes com comprimentos ruins 0%
Ligacdes com angulos ruins 1.53%
MolProbity Score 2.86
Z-Score -0.004

QMEANSscore6 0.763




Modelo Escores
Picea sitchensis
Clashscore 59.41
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 3.58%
Ramachandran desfavoravel 0.36%
Ramachandran favoravel 94.96%
Desvio do carbono beta 1.15%
Ligagdes com comprimentos ruins 0%
Ligagdes com angulos ruins 1.43%
MolProbity Score 3.02
Z-Score -0.164
QMEANSscore6 0.746
Selaginella moellendorffii
Clashscore 67.12
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 1.93%
Ramachandran desfavoravel 0.36%
Ramachandran favoravel 95.85%
Desvio do carbono beta 0.77%
Ligacdes com comprimentos ruins 0%
Ligacbes com angulos ruins 1.52%
MolProbity Score 2.80
Z-Score -0.211
QMEANSscore6 0.741
Solanum lycopersicum
Clashscore 70.18
Rotameros das cadeias laterais desfavoraveis 2.71%
Ramachandran desfavoravel 0.70%
Ramachandran favoravel 94.38%
Desvio do carbono beta 1.33%
LigagBes com comprimentos ruins 0%
LigagBes com angulos ruins 1.74%
MolProbity Score 3.03
Z-Score -0.485

QMEANSscore6 0.717




4.7 ldentificacdo de Regides Funcionais Conservadas

Inicialmente, ao se realizar um alinhamento comparativo entre os modelos
tedricos obtidos constatou-se a conservacao na estrutura (Fig. 13 e 14) para ambas
as enzimas, ocorrendo nas regiées do aminoacido 61 ao 239 e 440 a 610 em ICL e
em quase toda sua totalidade nos modelos de MLS, aminoacido 81 ao 640.

A relacao evolutiva presente entre os aminoacidos foi analisada de acordo com
o escore fornecido pelo ConSurf (Fig.15), no qual é levado em consideragdo o grau
de conservacao de acordo com sua importancia e funcéo para a estrutura. O programa
estima o grau de conservacgao de cada posicao pelo inverso da taxa evolutiva do site,
ou seja, posicdes de rapida evolucao se mostram variaveis em relacédo as de evolucao
lenta com maior conservacéo (Celniker et al., 2013). Adicionalmente, tal escore leva
em consideracao parametros evolutivos de reconstrucao filogenética, por métodos de
distancia, apoés realizar busca e obtencao de sequéncias homélogas na construcao do

multiplo alinhamento utilizado como base pelo programa (Ashkenazy et al., 2010)

Figura 13: Representacdo do escore do programa ConSurf do grau de conservagao entre 0s
sitios na estrutura proteica.

123455?3“

Variavel Conservado

De acordo a analise, os residuos identificados como mais conservados entre
os modelos descritos foram os sitios: Gly58, Ala65, Ser79, Gly80, Ala85, Thr93,
Asp96, llel12, Aspl40, Glul42, Argl68, Glul69, Arg215, Asp217, Arg258 e Gly327,
para Isocitrato liase (Fig.16 e 18). Enquanto que, para a Malato sintase, foram Arg89,
Gly95, Aspl16, Glull8, Aspl19, Gly276, Asp279, Gly362, His370, Pro371, Leu373,
Asnd27, Ala455, Met451, Asp453, Ser460 e Thr531 (Fig.17 e 19). Nas figuras a seguir
estdo representados os resultados obtidos para o grau de conservacgao e importancia
dos residuos de aminoacidos presentes em todos os modelos obtidos, bem como o
padrdo de conservacéao referente a posicado dos residuos em cada sequéncia, para

ambas as enzimas ICL e MLS.



Figura 14: Alinhamento das estruturas tridimensionais das sequéncias dos modelos tedricos
obtidos para Isocitrato liase.
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Legenda: Inicio do multiplo alinhamento entre sequéncias de aminoacidos dos modelos
obtidos na andlise. Em destaque, regides que se mostram conservadas na conformacao
estrutural presente entre os representantes dos diferentes taxa. Coluna: taxa de conservacao
dos sitio no alinhamento. N° a direita: posi¢cao do residuo em cada sequéncia.
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Figura 15: Alinhamento das estruturas tridimensionais das sequéncias dos modelos tedricos

obtidos para Malato sintase.
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Conservation

Selaginella moellendorffii SYTELLIQTC HRR VHAM MAAQ I IRDD AANDTAFEL VRADKLREYVK|370

Picea sitchensis SYSELLIQTC HKR VHAM MAAQ I I KDD QANEAASAL VQADKLREYVK|37

Amborella trichopoda SYSDLLIHTC HKR VHAM MAAQ I I KND A NQAALDL VHKDKLREVR|387

Zea mays SYSHLLIHTC HRR VHAM MAAQI | KDD AAANEAALEL VRKDKLRE YV R| 369

Arabidopsis thaliana SYSDLLIRTC HKRGVHAM MAAGQGI IRDD KANEMALDL VRKDKLREVR|373

Solanum lycopersicum SYSDLLIHTC HKRGVHAM MAAGQ | IRDD AANDAALEL VRKDKLREVEK|382
451 461 47 481 491

Conservation | | | |

Selaginella moellendorffii A HD TWAAH LIELVTKYV FDDNM. R JANQL|.|H|I K. RD . .|DVIR V| 410

Picea sitchensis A HD TWAAH LISVIADYV FDKNM. Q . N QG I N LK RI.ED . .|V . KV 410

Amborella trichopoda A HD TWVAH LVQVAIEV FNSHM. N Q N Q 1|Q|5]. s KIRLD . AlA .|N L| 430

Zea mays A HD TWAAH L1 AIREV F E HIL . R . NQ I D|. A A .HE AlS V| 412

Arabidopsis thaliana A HDGTWAAH L1 I CMEA FTGH . K/ s . NOIKSVKR El. D AAA || M6

Solanum lycopersicum AGHDGTWAAH L1 ACMEV FTNRNIMA A . N @ I|N/S|M Ki. RQ D A|S V| 424
501 511 521 531 541

Conservation H || | | | |

Selaginella moellendorffii T|..EADLLQM R VRTLE LR HNTRYV 1YL AAWLT T sV LYNLMEDAA|459

Picea sitchensis S|.EEDLLEYV K VRTLE LR LNTRY 1YL AAWLT M sV LYNLMED A A|459

Amborella trichopoda T|.DEDLIQR R SRSLE LR LNTRY IFay|l AAWLN T sV LYNLMEDAA|479

Zea mays K|.JEEDL I Q R ARTVD LR LNVRYV vaylL AAWL A S sV LYNLMED A A| 461

Arabidopsis thaliana T|.JEEDLLQI R VRTLE LR LNTRY laylL AAWLT S sV LYNLMED A A| 465

Solanum lycopersicum LIIIEDDLLQGS RGVRTME LR LNTRV 1 QYL AAWLTGAGSV LYNLMEDAA|474
551 561 57 581 591

Conservation || | |

Selaginella moellendorffii TAEISRVQNW QWI KY AlVILD . E I VAV SVSKELF RV VEEEM R | E R| 505

Picea sitchensis TVEISRVQAQNW RWIHYEA|.|[IL D EVYV . M KVTCELASRI LDEEMARI QR|505

Amborella trichopoda TAEISRAQVW QWMKH Al. VL D D .. VK v RM LELF RV LDEEMI R I E R|526

Zea mays TAEISRVAQNW QWLRH Al.|JAL D|. . A VIE V RAT ELLARY VEEEMARYE A|507

Arabidopsis thaliana TAEISRVYQAQNW QWIRY V|.|E L D D L .. v RVSKELF RV VEEEMERI E K|511

Solanum lycopersicum TAEISRVAQNW QWLKY V|.[E L D| D L . v KVNLDLF RV VEEEMARI E R|520
601 611 621 631 641

Conservation | . | |

Selaginella moellendorffii EV KKRFES RYREAAALFA RQCTKEDLDD FLTLDAYRHI V. K. F Vv . 549

Picea sitchensis EV MEHFKS RYEEAQRMF RQCTAQSLDD FLTLDVYKSI L.a. 547

Amborella trichopoda EV IEAFRK I YRVA KMFA QacCcTsS VLHE FLTLDAYKHI vo.aQ. LH 570

Zea mays EV DRFRK RYAEA RI FS RQCTA ELDD FLTLDAYNLI V.AH.. ... . 55

Arabidopsis thaliana EV KDKFKN MYKEACKMFT KQCTA ELDD FLTLAVYNHI V. .AHY I N 558

Solanum lycopersicum EV KEKFKK MYKEACKLFT RQCTA VLDD FLTLDAYNNI VM Y . H. 564
651 661 671 681

Conservation

Selaginella moellendorffii ALQ. . .. AR L. .:.......: S s s s s ox s o= o: s . 556

Picea sitchensis F....HS. .. .. . .N VTSS oM. . ... ... . 558

Amborella trichopoda - S . .. ... SR L. L L e e e e e e e . 575

Zea mays H..... . ASPCKL. . 559

Arabidopsis thaliana V...SRL. .. G e e e e e e e e e e e . 562

Solanum lycopersicum . 1 . .858. e e e e e e e « v+ v v .. ..R L 571

Legenda: Inicio do multiplo alinhamento entre sequéncias de aminoacidos dos modelos
obtidos na andlise. Em destaque, regides que se mostram conservadas na conformacéo
estrutural presente entre os representantes dos diferentes taxa. Coluna: taxa de conservagao
dos sitio no alinhamento. N° a direita: posi¢éo do residuo em cada sequéncia.



Figura 16: Analise da conservacgao entre os residuos de aminoacidos no modelo da Isocitrato liase proposto para Chlamydomonas reinhardtii.

Legenda: Modelo teérico da enzima representado em estilo cartoon, com suas estruturas secundarias (A); residuos conservados nomeados
e em destaque (B). A coloracdo na estrutura de acordo com o estabelecido pelo escore do ConSurf (Fig.13). Abrev. e n° referentes ao nome

e posi¢do do amino&cido, respectivamente. 61



Figura 17: Analise da conservacao entre os residuos de amino&cidos no modelo da Malato sintase proposto para Chlamydomonas reinhardtii.

.

Legenda: Modelo tedrico da enzima representado em estilo cartoon, com suas estruturas secundarias (A); residuos conservados nomeados
e em destaque (B). A coloracdo na estrutura de acordo com o estabelecido pelo escore do ConSurf (Fig.13). Abrev. e n° referentes ao nome

e posicdo do aminoacido, respectivamente. 62



Figura 18: Analise do grau de conservacgao dos sitios da Isocitrato liase nos demais modelos obtidos para os representantes de Viridiplantae.

A

Legenda: Modelos tedricos de estrutura secundaria de espécies dos taxons analisados. (A) Amborella trichopoda; (B) Arabidopsis thaliana;
(C) Pinus taeda; e (D) Selaginella moellendorffii. A coloragdo na estrutura de acordo com o estabelecido pelo escore do ConSurf (Fig.13).
Abrev. e n° referentes ao nome e posi¢cdo do amino&cido, respectivamente.
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Figura 19: Analise do grau de conservacgao dos sitios da Malato Sintase nos demais modelos obtidos para os representantes de Viridiplantae.

Legenda: Modelos tedricos de estrutura secundaria de espécies dos taxons analisados. (A) Amborella trichopoda; (B) Arabidopsis thaliana;
(C) Picea sitchensis; e (D) Selaginella moellendorffii. A colora¢éo na estrutura de acordo com o estabelecido pelo escore do ConSurf (Fig.13.
Abrev. e n° referentes ao nome e posicdo do aminoacido, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Durante a realizacdo de estudos de filogenia molecular, para que as regides
homologas possam ser inferidas e identificadas, o correto alinhamento multiplo entre
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos de diferentes individuos ou espécies é
uma etapa indispensavel (Page; Holmes, 2001; Schneider, 2007). O alinhamento
multiplo entre as enzimas nas espécies estudadas mostrou variacdo entre suas
sequéncias. Além das substituicdes nucleotidicas por mutacdes pontuais (transicoes
e transversoes), observou-se também um grande nimero de mudancas por remogao
e insergéo nessas sequéncias. Conforme o observado nas matrizes de substituicdo
(Tabelas 4 e 5), os valores obtidos na taxa de transi¢bes/transversoes (R) indicam
uma menor quantidade de homoplasias entre as substituicdes, o que segundo
Schneider (2007) numa andlise filogenética para pares de espécies proximas esta
razdo deve se manter elevada, ja que o numero de transversdes é mais baixo que o
de transi¢cdes. Conforme as sequéncias do genoma vegetal passam por processos de
divergéncia evolutiva, suas taxas de transversdo tende a aumentar em relagédo as
transicOes (Tabela 6; Fig. 7b).

Os alinhamentos obtidos entre as sequencias nucleotidicas, a partir do menor
conjunto de dados de ICL e MLS, sé&o influenciados pelo elevado niumero de mutacdes
por insercao e/ou remocéo, acarretando o aumento da necessidade de aberturas e
extensdo de gaps para preservar as homologias posicionais. Contudo, nesta mesma
analise é notério que em MLS um menor numero de gaps é necessario para corrigir a
homologia posicional entre sitios.

A informacéo filogenética contida num conjunto de sequéncias esta sujeita a
processos evolutivos especificos de deriva genética e sele¢cao natural que ocorreram
ao longo das geracdes (Magallon; Castillo, 2009; Finet et al., 2010; Jiao et al., 2011,
Dickinson et al., 2012; Bowman, 2013). A analise de saturacdo pela divergéncia
versus transicbes e transversdes € imprescindivel para qualquer estudo com
sequéncias de macromoléculas, pois permite uma maior confiabilidade da qualidade
da informacéo filogenética nelas contida (Lemey et al., 2009). Os resultados
mostraram que nas espécies analisadas, para ambos o0s conjuntos de sequéncias,

esta presente a saturacao de pelo menos um tipo de substituicéo (Fig. 7a e b).



Ao se utilizar o modelo General Time Reversible (GTR) (Rodriguez et al., 1990)
para se representar a heterogeneidade do processo de substituicdo a que as enzimas
estdo submetidas, as condi¢cdes de reversibilidade sdo corrigidas e incluem oito
parametros independentes (sendo trés referentes as frequéncias e cinco referentes
as taxas de mudanca nos nucleotideos), pois no conjunto de dados nem todos os
sitios evoluem numa mesma taxa (Tabelas 4 e 5). Ao lidar com a informacéo contida
nas sequéncias proteicas, o uso dos modelos LG e JTT, para as respectivas enzimas
Isocitrato liase e Malato sintase, possibilita que a reconstrucédo filogenética entre
alinhamentos leve em consideracdo a probabilidade na substituicdo baseada na
similaridade quimica estrutural e funcional dos residuos de aminoacidos presente
numa matriz. Para ambos os modelos, matrizes de substituicdo sdo construidas
incorporando variabilidade nas taxas evolutivas entre sitios por valores de
verossimilhanca, porém com suporte em base de dados diferentes entre si (Jones et
al., 1992; Le; Gascue, 2008; Lemey et al., 2009).

A filogenia das duas enzimas resultou numa clara separacdo de grupos entre
0s ramos basais das Viridiplantae (Fig. 8), apoiadas pelos valores de suporte
estatistico obtidos pelos testes referentes a cada método. Ao verificar a divergéncia
dos ramos internos das Eudicotiledéneas podem ser observadas trocas de espécies
entre Ordens (Fig. 8 - 12), porém sem deixarem de manter seus agrupamentos em
Subclasses de acordo com o sistema de classificacdo vigente de APG Il (Soltis; Soltis,
2004; Lewis; McCourt, 2004; Endress; Doyle, 2009). O motivo dessas trocas pode ser
o reflexo da saturagéo no sinal filogenético de seus genes nas proteinas dos clados
mais derivados das angiospermas, para ambas as enzimas (Tabela 6; Fig. 7). Além
disso, embora tenham sido utilizados modelos evolutivos adequados a cada conjunto
de sequéncia a inferéncia de suas topologias esta atrelada a escolha do Outgroup,
espécie mais distante filogeneticamente relacionada aos ramos mais derivados de
uma arvore filogenética (Roquist et al., 2009). Logo, caso o conjunto de dados
utilizados ndo contenham uma amostragem com sitios homaologos suficientes (Lemey
et al., 2009; Futuyma, 2009), que representem todos os estados de carater presentes
na evolugao do genoma, sua baixa resolugao entre taxons mais derivados é esperada.

De acordo com os resultados de reconstrucao filogenética obtidos pela maxima
verossimilhanca (Fig. 8a) incoeréncias de posicionamento no tempo evolutivo entre
grupos irmaos estdo presentes entre membros ao nivel de ordem, nos taxa

pertencentes a Asterids e Rosids, dentro do nucleo das Eudicotiledoneas.



A Inferéncia Bayesiana para os dois conjuntos de sequéncias de tamanhos
diferentes se mostrou capaz de apresentar melhor resolugcdo dos agrupamentos na
reconstrucdo de suas topologias (Fig. 9, 10, 11 e 12). Contudo, ainda assim foram
encontradas diferencas entre as monofilias estabelecidas de sequencias proteicas nos
dendogramas obtidos e atual sistema de classificacdo de espécies de APG lll. Sendo
assim, € possivel que tais agrupamentos de enzimas estejam relacionados a evolucao
destas ndo apenas conforme o taxon a que pertence, mas que também esteja
associado a pressdes evolutivas que agiram sobre as sequéncias na adaptacdo do
funcionamento de suas vias metabdlica as condi¢bes ambientais expostas (Futuyma,
2009). Entretanto, apenas por meio de analise filogenética desse conjunto de dados
nenhum padrdo metabdlico associado aos agrupamentos foi diagnosticado.

Conforme ilustrado pelas médias gerais obtidas com teste de selecéo (Tabela
8), 0 conjunto de sequéncias analisadas passou por processos de selecao distintos
gue acarretaram em diferenciagcdo na funcionalizagdo da enzima Isocitrato liase, por
selecdo positiva, e manutencéo da funcéo na Malato sintase, por selecao purificadora,
anterior ao surgimento das plantas verdes. O que pode ser explicado pela
necessidade do ciclo do glioxilato ou destas enzimas no metabolismo estarem
presentes no genoma de organismo mais primitivos (Roucourt et al., 2009;
Kondrashov et al., 2006; Nakazawa et al.,, 2011; Hugler; Sievert, 2011). Tais
informacBes também podem ser inferidas por meio da conservacao relativa entre as
estruturas preditas para cada enzima (Figs. 14 e 15). A tendéncia nas sequéncias da
Isocitrato liase passarem por processo de selecéo positiva pode estar relacionada ao
grau de similaridade do seu sitio catalitico com outros membros de sua superfamilia
(ICL / PEP mutase) a caracterizam como produtos da evolucdo dirigidas pela
especiacao, uma vez que a sua homologa a 2-Metilisocitratoliase (MICL), responsavel
pela quebra do 2-metil-isocitrato, ira atuar em organismos que evolutivamente
apresentam vias metabdlicas alternativas derivadas do ciclo do acido citrico, porém
nao utilizam o ciclo do glioxilato, como as plantas (Liu et al., 2004; 2005).

A qualidade dos modelos obtidos com a predicdo por homologia de proteinas
de representantes dos diferentes taxons de Viridiplantae (Tabelas 9 e 10) séo reflexos
indiretos da diferenca nas taxas de conservacao dos genes de cada enzima ao longo
da evolucdo dos genomas em plantas. Sendo os melhores modelos, para ambas,

agueles referentes ao grupo das algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii).



Os modelos gerados para cada uma das proteinas mostraram a presenca de
estruturas e residuos de sitios ativos conservados. Em ambas, a ocorréncia do barril
TIM como regides de dominio criticos para atividade catalitica enziméatica é relatada
pela literatura (Howard et al., 2000; Liu et al., 2005) o que pode ser visto em todos
modelos resultantes da analise. Nos modelos de C. reinhardtii da Isocitrato liase os
sitios de interagdo a succinato (His167, Asn306, Ser312, Ser325 e Thr378) estdo
presentes (Fig. 16), bem como em Malato sintase os sitios de ligacdo a Mg+ e
interacdo a Glioxilato (Glu251, Arg323, Glu421, Leu488 e Phe505) (Fig. 16), o que
demonstra além da conservacdo ao longo da evolucdo e presenca de atividade
funcional em todos os modelos tedricos propostos. Porém, além desses residuos ja
identificados na literatura, os resultados obtidos com a ferramenta ConSurf exibiram
outros residuos conservados presentes em todos os modelos tedricos propostos para
espécies estudadas (Figs. 16b, 17b, 18 e 19). Entre eles destaque para os residuos
associados a estrutura do Barril TIM, presente em ambas as enzimas como principal
dominio de interacédo ao substrato.

Segundo Torres (2012), ainda ndo ha teorias comprovadas na literatura
cientifica sobre sua origem, nem se ela é de origem Unica na evolucdo, contudo novos
modelos com o objetivo de inferir sua filogenia ndo pela conservagao de sequéncia,
mas pela conservacao nas interacdes presentes entre os aminoacidos. (Huang et al.,
2012; Vijayabaskar; Vishveshwara, 2012). A evolucédo molecular pode ser movida pela
capacidade das biomoléculas em adotarem conformacdes mdltiplas, pois enorme
guantidade de informacgédo presente nos genomas de organismos mais complexos
gera um numero limitado de dobras de proteinas, onde uma estrutura de dominio

especifico, pode assumir inameras fungbes (Meier et al., 2007).



6. CONCLUSAO

Com base nas analises comparativas entre modelos in silico das enzimas e
partir dos resultados de inferéncia filogenética, por maxima Verossimilhanca e
inferéncia Bayesiana, ambas as enzimas apresentam um padrdo de conservagao
relativamente elevado entre alguns sitios de suas estruturas gerando topologias
condizentes com 0s processo de selecdo positiva para as sequéncias de Isocitrato
liase com neofuncionalizagéo; e selecdo purificadora para Malato sintase, com a
manutencao de sua conformacéo estrutural ao longo da evolugéo do gene, ambas em
geracdes anteriores as Viridiplantae. Adicionalmente, as andlises das relacdes
evolutivas presentes entre os aminoacidos de acordo com a importancia de sua
conservagao para a estrutura, feitas pelo programa ConSurf, geraram novos
guestionamentos referentes a possivel associacdo de seus residuos de aminoacidos
com a identificagdo de novos dominios regulatérios dentre da estrutura proteica
dessas enzimas na via metabdlicas associadas as adaptacdes de um determinado
grupo vegetal ao ambiente que vive. Corroborando com a importancia em se realizar
novos estudos para se elucidar o metabolismo vegetal sob uma perspectiva evolutiva

das relacdes entre 0s genes e a expressao de suas enzimas.
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ANEXO 01 - Representacdo esquematica do Sistema de classificacdo APG Ill.
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