JULIANA BENEVENUTO

EVOLUQ}O MOLECULAR DO GENE METIONINA SINTASE EM
POPULACOES DISJUNTAS DE Carapichea ipecacuanha (RUBIACEAE)

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2013



Ficha catalogréafica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T
Benevenuto, Juliana, 1987-
B465e Evolucdo molecular do gene metionina sintase em populacao
2013 disjuntas de Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae) /
Juliana Benevenuto. — Vigosa, MG, 2013.
vii, 33f. : il. ; (algumas color.) ; 29cm.

Orientador: Luiz Orlando de Oliveira.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 31-33.

1. Ipecacuanha - Populagdes. 2. Diversidade de plantas.
3. Enzimas. 4. Selegdo natural. 5. Ipecacuanha - Evolugéo.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Bioquimica. Programa de Pds-Graduacdo em Genética e
Melhoramento. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 583.93




JULIANA BENEVENUTO

EVOLUQ}\O MOLECULAR DO GENE METIONINA SINTASE EM
POPULACOES DISJUNTAS DE Carapichea ipecacuanha (RUBIACEAE)

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduagao
em Genética e Melhoramento, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA:1° de fevereiro de 2013.

Valéria Monteze Guimaraes Christina Cleo Vinson
(Coorientadora)

Luiz Orlando de Oliveira
(Orientador)



@%wvwa}»am/, Soﬁ,é gmf&oa%/ﬂia,
e a0s meus umaod, S«Zaeg@a/n,

Dedico!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e & todos professores e funcionarios que contribuiram para minha
formacdo académica e profissional desde o ensino médio no COLUNI, no curso de graduacdo em Ciéncias
Biologicas e no mestrado em Genética e Melhoramento.

Ao PPGGM pela oportunidade de desenvolver o mestrado neste programa e ao grupo GenMelhor pelo
trabalho em equipe para a amplia¢do do conhecimento, socializacdo e melhoria do programa.

Ao CNPq pela concessao de bolsa e, também & CAPES e FAPEMIG, pelo apoio financeiro para o
desenvolvimento deste projeto.

Ao professor Luiz Orlando de Oliveira pela orientagéo, confianga e pelo exemplo de profissionalismo.
A vocé, professor, meu respeito e gratiddo por todos ensinamentos durante esses 2 anos.

Aos meus coorientadores, pesquisadora Ana Paula Gomes Soares e professora Valéria Monteze
Guimardes, pela amizade e contribuicGes para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos membros de minha banca examinadora, professora Valéria Monteze Guimaraes e pesquisadora
Christina Cleo Vinson por terem aceitado o convite.

A todos os membros, visitantes e agregados do laboratorio de “Biologia Molecular e Filogeografia”
(Alberto, Ana Paula, Alejandra, Alex, Amanda, Camila, Cassiana, Christina, Eduardo, Erica, Evan, Flavio,
Gislaine, Hugo, Larissa, Leandro, Ligia, Lis, prof. Luiz Orlando, Magali, Natélia, Noga, Rafaela, Thais,
Thamyres, prof. Valéria e Vanderson). Com certeza a compreensdo com nhovatos, o auxilio técnico, o
convivio agradavel, as amizades construidas, as boas risadas, os “bolos & cafezinhos” e as inUmeras
confraternizagbes foram de grande importancia para o desenvolvimento deste trabalho. Muitissimo obrigada!
Vou sentir muito a falta de vocés, o melhor lab de todos!

As amizades construidas em Vigosa (David, Marcela, Gisele, lara, Lucas, Christiane, Claudia,
Barbara, Caca, Haroldo, prof. Lino e petianos) pelo apoio e bons momentos compartilhados. Em especial,
agradeco ao Luis Felipe pelo companheirismo, cumplicidade e amor e as amigas da minha republica
(Lekinha e Ferdinanda) pelo convivio fraterno, paciéncia, ajuda e jantas de todo dia.

As minhas amigas de Visconde do Rio Branco (Pozinha, Lold, Poly, Deinha, Léh,) pela compreenséo
com meus finais de semana e feriados comprometidos e pela amizade mantida apesar da distancia. Em
especial, agradeco a minha grande amiga Fabiola (Bibi) por tudo que vivemos juntas, pela presenca em todos
momentos importantes da minha vida e que, nesta conquista, infelizmente ndo estara fisicamente aqui
comigo.

A minha familia, meus irméos Ivo e Ivan e meus pais José Geraldo e Marta, pelo amor incondicional,
por apoiarem minhas decisdes e ndo medirem esforcos para realizar meus sonhos. Essa conquista é para
vocés!

A Deus pelo dom da vida, por todas as béngaos derramadas sobre mim e, principalmente, pela FE que

fez com que eu ndo desanimasse nos momentos dificeis ao longo desses dois anos.



BIOGRAFIA

JULIANA BENEVENUTO, filha de José Geraldo Ferraz Benevenuto e Luzia Marta da Silva
Benevenuto, nasceu em Visconde do Rio Branco, Minas Gerais, no dia 05 de novembro de 1987.

Em 2002 concluiu o Ensino Fundamental no Colégio Municipal Rio Branco em sua cidade
natal. E cursou o ensino médio no Colégio de Aplicacdo — COLUNI da Universidade Federal de
Vigosa no periodo de 2003 a 2005.

Graduou-se como Bacharel em Ciéncias Biologicas pela Universidade Federal de Vigosa em
janeiro de 2011, recebendo homenagem do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude por ter se
destacado entre seus pares ao longo do curso. Durante a graduacao foi bolsista do Programa de
Educacdo Tutorial (PET-BIO) realizando atividades de ensino, pesquisa e extensdo. Também foi
bolsista de Iniciagdo Cientifica desenvolvendo o projeto “Subsidios biolégicos e moleculares para a
preservacdo de Melipona capixaba (Hymenoptera: Apidae): desenho de primers microssatélites e
analise populacional” sob orientacdo da professora doutora Mara Garcia Tavares. Ainda durante a
graduacdo, complementou sua formacdo em um intercambio de seis meses no Instituto Politécnico
de Braganca — Portugal, onde cursou duas disciplinas e atuou como voluntéria no Laboratério de
Biologia Molecular de Fungos sob orientagdo do professor doutor Altino Branco Choupina.

Em marco de 2011, iniciou o mestrado stricto senso no Programa de PoOs-Graduacdo em
Genética e Melhoramento da Universidade Federal de Vicosa sob orientacdo do professor doutor
Luiz Orlando de Oliveira desenvolvendo a dissertacdo aqui apresentada.

Em fevereiro de 2013 iniciara o doutorado em “Genética e Melhoramento de Plantas” na
Universidade de Sao Paulo - campus ESALQ - sob orientacdo da professora doutora Claudia Barros

Monteiro Vitorello.



SUMARIO

RESUMO cuitiisussmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sessssssasssssssssssssssssassssssssssssssss sesasssssssssssses VI
ABSTRACT csircrrstssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssnssessesssssnsssssssnssnssnssnssnssnssassnsssssssnss VII
1) INTRODUGAD . ...osimmssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssassssssasassssssans 1
I1) MATERIAIS E IMETODOS.ccuuimcrsmssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssassassassssssansass 4
1) MAterial DIOIOGICO wueeeeveerereerirreeereeieeesereesesneessnessnesesnesessessssnssssnessssesssnesssnnsssssssssnesesnesssassssssesssnessnesssnssssanessnnassnns 4
2) Extracao de DNA gen0mMICO TOLAl...cciceieerrerreiresresseesseesseesseessess e sseesseesseessesssnessessseessnsssnessnessnessnsssnsssnsssnnssnassnns 4
3) Isolamento e sequenciamento A0 gENE MELE .....uciicvveeiiicrireriinsreriessnnessssneessssnnesssssnnesssssnssssssanesssssnnesssssnsassssansesssne 5
4) AliNhamento € EICA0 0AS SEQUENCIAS ..ccuereuerrerrerressessessesssesssessssssssssssssssssssssssssnsssssssnsssnsssssssnsssnsssssssssssasssssssns 6
5) Andlises de Diversidade e Testes de Neutralidade com Simulagfes CoaleSCeNteS......ueveeerererresrerssnsrsseesesansesanees 6
6) Estrutura Populacional de C. IpECACUANNA......ccveruriirrrriertiertrestssstessstesesnesssanssssnssssssssssssssassssasssssnsssssssssassssasasss 7
I11) RESULTADOS ...ciiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasasasasasssssssses 9
1) Caracterizacdo do gene MetE e identificacdo de erros gerados pela Tag DNA polimerase .....cccoccevevereieeresennnes 9
2) ANALISES POPUIACIONAIS .eerevereererreeerereeressesessnesessesessesessessssesssssessssesessesessesssssessssessssesessesssaessssssssssassssesssesasnssssnsasen 10
3) Analises evolutivas d0 GENE MELE .....eeicveeeicierciercreercreesereesssseesseeseseeseseesessesssssessssesessesesaessssssssnsesessesesnesssasassnsanen 17
IV) DISCUSSAQ .ceuuureersssessssmsesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssesesas 26
1) O gene MetE €M C. IPECACUANNA ....ueeirerrerriersrersisrressessnesssssnnessessnnesssssnesssssanessessnsesssssnesssssanesssssnsessssanessassnnessssanes 26
2) ESTrutura POPUIACIONAL ....ueeeieereeeriereeriesseeesieseessissnessessnsessessnessssssnessessasesssssnssssssanessessnsesssssnssssssanessassnsessssansesane 26
3) Diversidade e Desvios da NeULFralidade....ccceeeereerreersreriessneriessnesssssnessessneesssssnesssssnessessanssssssnssssssanssssssanssssssnsesane 27
4) Evolugdo molecular da regido codificante de MEtE .......oocciiviiiiiiiiiniiine ettt 28
V) CONCLUSOES ..evureerssmessssmsessssessssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssasns 30
V) REFERENCIAS wouueeuueesssersssessssessssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssasessssssssssssssssssssassssasssssssssssssasessasessas 31



RESUMO

BENEVENUTO, Juliana. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2013. Evolucéo
molecular do gene metionina sintase em populagdes disjuntas de Carapichea ipecacuanha
(Rubiaceae). Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Coorientadores: Valéria Monteze Guimarées e
Ana Paula Gomes Soares.

Metionina sintase independente de cobalamina (MetE) é uma enzima chave na via de sintese “de
novo” de metionina em plantas e também é responsavel pela regeneracdo de S-adenosilmetionina,
metabdlito associado a vias de interacdo com patégenos, crescimento vegetal e resposta a estresses.
Neste estudo, 95 sequéncias do gene para metionina sintase foram obtidas a partir de 26 individuos
de Carapichea ipecacuanha (espécie da familia Rubiaceae, popularmente conhecida com ipeca)
com objetivo de entender e modelar os eventos evolutivos que ocorreram sobre o locus MetE e
sobre os individuos de trés regides disjuntas de ocorréncia desta espécie (Mata Atlantica, Amazoénia
e América Central). Sequéncias de ITS do nrDNA e dos espacadores trnT-trnL do cpDNA também
foram utilizadas para uma analise populacional multiloci. A regido sequenciada de MetE abrangeu
3.890pb, sendo 2.298pb correspondentes a regido codificante (composta por 11 exons) e 1.592pb a
regido ndo codificante (composta por 10 introns e uma parte da regido 3°UTR). No total, foram
obtidos 75 haplétipos e uma diversidade nucleotidica de 0,00899. As analises Fst e AMOVA de
MetE indicaram auséncia de estruturacdo em relacdo as trés regides, diferentemente do observado
para os demais loci aqui analisados e em estudos prévios em que elevada divergéncia entre as trés
regides foi observada. Por meio rede de haplétipos foi possivel observar a distribuicdo simpatrica
destes; no entanto, o excesso de haplotipos de ponta e o pequeno nimero de passos mutacionais
entre haplotipos vizinhos das trés regibes ndo permitem que a diferenciacdo destes seja
significativa. A arvore filogenética Bayesiana enraizada por Carapichea lucida (grupo externo)
utilizando a regido codificante também mostrou a formacdo de clados por regides geograficas e
forneceu evidéncias de que sequéncias da “Mata Atlantica” sejam mais proximas do estado
ancestral do gene MetE que as sequéncias das demais regides. A heterogeneidade dos resultados
encontrados para os testes de neutralidade e para os valores de diversidade nucleotidica e
haplotipica nos diferentes loci sugerem que estes estdo evoluindo independentemente e que eventos
demograficos ndo explicam o padrdo obtido. Assim, analises para a presenca de sele¢cdo foram
conduzidas para a regido codificante do gene MetE e também foi realizado alinhamento de proteinas
preditas para esta espécie contra proteinas MetE de outras espécies vegetais disponiveis no
GenBank. Em quatro sitios houve evidéncia de selecdo positiva, mas os resultados sugerem que a
selecdo negativa (purificadora) é a principal for¢a atuando sobre o locus, favorecendo a conservagao

da estrutura e fungdo proteica em todas as copias génicas de C. ipecacuanha.
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ABSTRACT

BENEVENUTO, Juliana. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2013. Molecular
evolution of the methionine synthase gene in disjuncts populations of Carapichea ipecacuanha
(Rubiaceae). Adviser: Luiz Orlando de Oliveira. Co-advisers: Valéria Monteze Guimardes and Ana
Paula Gomes Soares.

Cobalamin-independent methionine synthase (MetE) is a key enzyme for de novo synthesis of
methionine in plants and it is also responsible for the regeneration of S-adenosylmethionine, which
IS @ metabolite associated with the process of interaction with pathogens, plant growth and stresses
response. In this study, 95 complete sequences of the gene for methionine synthase were obtained
from 26 specimens of Carapichea ipecacuanha (species of Rubiaceae family, which is popularly
known as ipecac) with aims to understand and model evolutionary events that occurred on MetE
locus and on the specimens from three disjuncts ranges of occurrence of this species (Atlantic,
Amazon and Central America ranges). Sequences of ITS and 5.8S from nrDNA and trnT-trnL
spacers from cpDNA were also used for a multiloci population analysis. The sequenced region of
MetE covered 3,890pb, where 2,298pb correspond to the coding region (composed of 11 exons) and
1,592pb to the noncoding region (comprising 10 introns and a portion of 3'UTR). In the entire
sample were obtained 75 haplotypes and a nucleotide diversity of 0.00899. Fsr and AMOVA
analyzes of MetE indicated no structure in three regions, opposite to detected for other loci analyzed
here and in previous studies in which high divergence among the specimens from three ranges was
observed. However, in the network haplotype was possible to observe the sympatric distribution of
the haplotypes. Possibly, excess of tip haplotypes and the small number of mutational steps among
neighboring haplotypes from the three ranges do not allow that the differentiation among these was
significant. The Bayesian phylogenetic tree rooted by Carapichea lucida (outgroup) using the
coding region sequences showed the formation of clades by geographic regions and provided
evidence that sequences from "Atlantic” range is closer to the ancestral state of the gene MetE than
sequences from others ranges. The heterogeneity of results for neutrality tests and for values of
haplotype and nucleotide diversity at different loci suggests that these are evolving independently
and also suggests that demographic events do not explain the pattern found. Thereby, tests for the
presence of selection site-by-site were performed for the coding region of the gene MetE and
protein alignment against others MetE from diferents plant species available in the Genbank was
develop too. Four sites under positive selection were found, but the results show that negative
selection (purifying selection) is the main force acting on the locus, favoring the conservation of

protein structure and function in all gene copies from C. ipecacuanha
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1) INTRODUCAO

As plantas, diferentemente de outros eucariotos superiores, possuem todo o aparato
enzimatico para a sintese “de novo” de metionina. Metionina ¢ um aminodcido que, além da
composicao de proteinas e iniciacdo do processo de traducdo, participa indiretamente de varias
outras vias metabdlicas, principalmente por ser o precursor imediato de S-adenosilmetionina
(AdoMet). AdoMet participa como doador primario de grupos metil em reacdes de transmetilacéo
e é o intermediério na biossintese de poliaminas, etileno, vitamina B1, 3-dimetilsulfonoproprionato
(um osmoprotetor), além de apresentar funcdes regulatorias na interacdo com patégenos, controle
do enxofre circulante, resposta a estresse e crescimento vegetal (Ravanel et al.,1998; Hesse &
Hoefgen, 2003; Narita et al., 2004). A enzima metionina sintase (EC 2.1.1.14) atua nesta via de
biossintese transferindo um grupo metil do Ns-metiltetrahidrofolato poliglutamato para a
homocisteina, formando a metionina. A metionina sintase também atua na reposicdo de grupos
metil apos reacOes de transmetilacdo de AdoMet, sendo esta a principal rota do metabolismo de
metionina. Cerca de 20% da metionina produzida ¢ incorporada a proteinas e 80% é convertida em
AdoMet (Hesse & Hoefgen, 2003). Portanto, esta enzima ndo s6 catalisa a Gltima reacdo de sintese
de metionina “de novo”, como também Serve para regenerar o grupo metil do AdoMet (Figural).
Dois tipos de metionina sintase ja foram descritas, uma dependende de co-fator cobalamina para sua
atividade (MetH) e outra cobalamina independente (MetE), sendo somente observado em plantas
o tipo independente de cobalamina.

Como a enzima metionina sintase (MetE) esta indiretamente envolvida em mecanismos de
interacdo com patdgenos, o0 gene que a codifica é especulado como de rapida evolucdo nas
populagBes. As interacdes patdgeno-hospedeiro podem ser uma poderosa forca para a evolucao
adaptativa, moldando os padrdes de variacdo molecular dos genes envolvidos (Chiang et al., 2002).
Assim, este gene pode ser um modelo ideal para ser utilizado em estudos de variagdes genéticas
recentes associadas a selecdo natural, historia populacional e demografia. Além disso, dados de
polimorfismos de DNA sdo ndo-ambiguos, irredutiveis e representam informagfes genéticas
completas (Wright & Gaut, 2005). O uso deste tipo de dados, aliado a teoria do coalescente e da
evolucdo neutra, fornecem insights quanto a frequéncia e as assinaturas moleculares da presenca de
selecdo.

Na regido codificante de um gene, as mutacfes podem ser sindnimas (ndo alterando o
aminoéacido codificado) ou ndo-sindnimas (substituindo um aminoacido por outro). A estimativa da
taxa de mutacGes sinbnimas (dS) em relagdo a ndo-sindnimas (dN) constitui uma ferramenta
amplamente utilizada para compreender a dindmica da evolucdo molecular de uma sequéncia, pois
enquanto mutagOes sindnimas sao “invisiveis” a sele¢ao natural ¢ podem ser consideradas proximas
da neutralidade, mutac6es ndo-sindnimas podem estar sob forte pressdo seletiva (Kreitman, 2000).
Se uma sequéncia estd evoluindo de forma neutra, muta¢Ges sindnimas e ndo-sindnimas Sao
esperadas em igual propor¢édo (dN/dS = 1) e a sequéncia pode ser um pseudogene. Se a proporcao
de substituicdo dN/dS for baixa (dN/dS < 1,0) é provavel que esteja ocorrendo sele¢do negativa
(purificadora), sendo as mutac6es que alteram o aminoacido codificado eliminadas da populagéo e a
estrutura primaria da proteina permanece conservada, porém isso nao exclui a possibilidade de
selecdo positiva. E, se a proporcdo dN/dS for muito maior que 1 (dN/dS >1), ha uma forte evidéncia
para presenca de selecdo positiva atuando a favor da proteina modificada, podendo levar a uma
diversificacdo da fungdo protéica, o que também ndo implica que a sele¢do negativa ndo esteja
atuando. No entanto, outras forcas evolutivas, tais como eventos demograficos, migracéo,
recombinacéo e sistemas de acasalamento, podem mascarar os efeitos da sele¢do natural (Kreitman,
2000), sendo necesséria a aplicacdo de varias analises estatisticas e comparagdes entre diferentes
loci para distinguir quais forcas estdo atuando e sobre quais regides do genoma.
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O cDNA e a estrutura proteica primaria predita de MetE ja foram descritos e
disponibilizados no GenBank para diversas espéecies vegetais, tais como, Catharanthus roseus
(X83499), Nicotiana suaveolens (DQ984138), Solanum tuberosum (AF082893), Carica papaya
(EF512313), Camellia sinensis (JF795472), Glycine max (NM_001248865), Phelipanche ramosa
(DQ849630) e Arabidopsis thaliana (U97200). Recentemente, Batista (2010) isolou e caracterizou
0 cDNA de MetE para a espécie Carapichea ipecacuanha.

A espécie C. ipecacuanha, popularmente conhecida como ipeca ou poaia, € uma planta da
familia Rubiaceae, mundialmente conhecida pelas propriedades medicinais do extrato de suas raizes
(Skorupa & Assis, 1998; WHO, 2007; Brandao, et al., 2008). Popula¢des naturais de ipeca séo
encontradas em trés grandes regides geogréaficas bem definidas e disjuntas: 1)América Central em
continuidade com o norte da América do Sul; 2) sul da floresta estacional semi-decidua do bioma
Amazonia; 3) floresta estacional semi-decidua do bioma Mata Atlantica. Durante o periodo em que
foi descoberta (seculo XVII) até a década de 80, o Brasil explorou intensivamente o processo
extrativista em populacGes naturais de ipeca (Skorupa & Assis, 1998). Essa intensiva coleta de
plantas aliada a progressiva devastacdo das florestas nas zonas de ocorréncia natural, ao uso das
areas produtoras para abertura de novas fronteiras agricolas e a expansdo das cidades e rodovias,
resultou em uma gradual reducédo e fragmentacdo de suas populacdes, sendo a espécie considerada
“ameagada de extingdo” pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis — IBAMA (Olveira & Martins, 2002). A reproducéo principalmente por via assexuada,
a limitada dispersao entre populacGes, 0 intenso processo extrativista e a fragmentacdo dos habitats
de C. ipecacuanha conduziram a perda de elementos genéticos por processos estocasticos, cujos
efeitos foram refletidos no padrédo de diversidade genética da espécie. Estudos de filogeografia e de
diversidade genética de suas populacBes revelaram que a variabilidade genética dentro de uma
mesma regido é baixa e que ndo ha fluxo génico entre elas devido as limitagBes inerentes a propria
reproducdo da espécie e as barreiras geograficas de longa data, formando populacbes altamente
divergentes e estruturadas nas trés grandes regides de ocorréncia natural (Rossi et al., 2009;
Oliveira et al., 2010; Queiroz et al., 2011). Desta forma, a espécie C. ipecacuanha foi escolhida
para a conducdo das andlises do gene MetE , uma vez que o uso de individuos provenientes de
populacdes cuja filogeografia ja esta bem definida, como a de ipeca, constitui uma excelente
estratégia para estudos de evolucdo génica molecular intraespecifica.

Com base nestas informac6es, sequéncias completas do gene para metionina sintase foram
obtidas para entender e modelar os eventos evolutivos que ocorreram sobre o locus e sobre as
populacdes disjuntas de C. ipecacuanha. As sequéncias das regides do DNA ribossomal nuclear
(ITS1-5.85-1TS2 do nrDNA) e de espacadores intergénicos do DNA cloroplastidico (trnT-trnL do
cpDNA), obtidas do trabalho de Oliveira et al. (2010), também foram utilizadas para fornecer uma
analise multiloci, o que torna as conclusGes mais informativas e confidveis em estudos de genética
populacional. Por conseguinte, o objetivo do presente estudo é responder as questdes: 1) Como é a
organizagéo estrutural do gene MetE no genoma de ipeca?; 2) Como a diversidade esta distribuida
ao longo da sequéncia e das populagdes?; 3)A variabilidade genética de MetE esta particionada
entre as trés grandes regides e produz padrées de estruturacdo consistentes como em estudos
prévios com outras regides do genoma?; 4) Ha eventos demogréaficos ou de sele¢do atuando sobre o
gene causando um desvio do esperado por evolucdo neutra?; 5) As cdpias génicas de MetE estdo
seguindo diferentes destinos evolutivos, uma vez que pressOes de selecdo diferentes entre os
habitats e efeitos estocasticos podem estar atuando sobre elas?



I1) MATERIAIS E METODOS

1) Material biologico

Com base em estudos prévios, que indicam alta divergéncia genética entre individuos
oriundos das trés regides de ocorréncia de ipeca e baixa variabilidade genética intra-regional (Rossi
et al., 2009; Oliveira et al., 2010; Queiroz et al., 2011), uma grande amostragem dentro da mesma
regido torna-se desnecessaria. Portanto, no presente trabalho, foram avaliados apenas 26 individuos
de C. ipecacuanha amostrados nas trés regides disjuntas de ocorréncia da espécie (Figura 1), sendo
13 oriundos da regido de Mata Atlantica, 09 da regido Amazénica e 04 da regido do Panamé na
América Central. A espécie Carapichea lucida foi utilizada como grupo externo (Tabela 1).
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Figura 1: Distribuicdo geografica aproximada dos individuos amostrados (nomes e coordenadas de
cada individuo estdo disponiveis na Tabela 1) e das trés grandes regides disjuntas de ocorréncia de
Carapichea ipecacunha representadas pelas diferentes cores.

2) Extracio de DNA gendmico total

A extracdo de DNA gendmico foi realizada conforme o protocolo descrito em Rossi et al.
(2009). O DNA concentrado esta armazenado em freezer (-20 °C) no Laboratério de Biologia
Molecular e Filogeografia da Universidade Federal de Vigosa.



Tabela 1: Localidades e coordenadas geogréaficas dos individuos amostrados para analise do gene
MetE. Na tabela, N corresponde ao tamanho amostral e n ao nimero de clones sequenciados.

Regides Coordenadas N
(localidade/ abreviatura) Latitude Longitude

Regido de Mata Atléantica (N=13) 48
Dores de Guanhdes (DOG1) S19°02°17>  W42°57°27” 3
Faria Lemos (FRL2) S20°48°41>°  W42°01°49”° 5
Guaraciaba (GUADb) S20°34°14°  W43°00°28”° 2
Guaraciaba (GUA10)* S20°34°14>>  'W43°00°28”’ 1
Ponte Nova (PTN1) S20°25°26>° W42°53°42”° 4
Raposo (RAP5) S21°06°40” W42°05°43”° 6
Raposo (RAP6)* S21°06°40>° W42°05°43”° 3
Raposo (RAP18) S21°06°40°>  'W42°05°43”° 5
Trilha da Lagoa do Meio (TLM3)* S19°38°34 W42°30°56”’ 1
Trilha da Lagoa do Meio (TLM6)  S19°38°34>” W42°30°56’ 4
Trilha da Lagoa do Meio (TLM11) S19°38°34” W42°30°56”’ 5
Visconde do Rio Branco (VRB5)  S21°00°37 W42°50°26’ 5
Visconde do Rio Branco (VRB9)  S21°00°37>° W42°50°26’ 4
Regido Amazonica (N=09) 36
Colorado (COL6) S11°14°49>°  W64°24°40”° 4
Exu (EXU2) S15°40°41>°  WS57°32°03”° 4
Figueirdpolis d Oeste (FIG1) S15°26°37 W58°47°06” 4
Lambari d Oeste (LAM4) S15°19°27°  W58°00°10”° 3
Mozar (MOZ1) S15°04°57°  W57°58°00” 4
Prata (PRA4) S15°30°26>° WS58°01°50”° 4
Tangara da Serra (TAN3) S14°04°38> WS57°03°45”° 3
Tangaré da Serra (TAN9) S14°04°38>° W57°03°45”’ 6
Vila B. S. Trindade (VBS2) S15°00°29  W59°57°02”° 4
Regido América Central (N=04) 11
Panaméa (DRAG)* N09°09°25>> W79°51°16™ 2
Panama (MIL1)* N09°09°25”"  W79°51°16”’ 2
Panamé (TCS2)* N09°09°25>> W79°51°16™ 3
Panamé (ZET5)* N09°09°25> W79°51°16” 4
Grupo Externo (N=01) 1
Carapichea lucida* 1
TOTAL (N=25) 96

* Amostras cujo gene MetE foi particionado para amplificacdo

3) Isolamento e sequenciamento do gene MetE

Primers de anelamento especifico as regides internas e as extremidades do gene MetE foram
desenhados baseados na sequéncia do cDNA de C. ipecacunha isolado por Batista (2010) (ver
Tabela 2). Para a amplificagdo do gene completo de aproximadamente 4kb (que abrange desde o
cddon de iniciacdo da traducdo — ATG — até a regido 3’UTR), foram utilizados os primers
met_ ATG_F e met_polA_R nas concentragdes e condi¢cdes de amplificacdo recomendadas no
protocolo da GoTag® DNA polimerase (Promega, USA).



Para amostras de dificil amplificacdo, o gene foi dividido em dois fragmentos. O fragmento
inicial do gene foi obtido com os primers met_ ATG_F e met_exon7_R e possui aproximadamente
2,4Kb. O segundo fragmento, localizado na por¢édo terminal do gene, foi obtido com os primers
met_exon6_F e met_polA_R e possui aproximadamente 2Kb. Entre estes dois fragmentos, ha uma
regido de sobreposicdo de aproximadamente 250pb que foi utilizada para uni-los.

Os produtos da PCR foram clonados em vetor p-GEM-Teasy (Promega, USA) e
sequenciados pela empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul). Mais de um clone por individuo foram
sequenciados para detectar a presencga de multiplos haplotipos e controlar erros de fidelidade da Taq
DNA polimerase. Para o sequenciamento do gene completo foram necessarios 05 primers por clone
(met_exon4_R, met_exon6_F, met_exon7_R e os primers universais M13F e M13R).

Apbés o sequenciamento e alinhamento, foi observada a presenca de um indel
(insercéo/delecdo) de 120pb no segundo intron do gene em alguns clones. Entdo, os primers
met_intron2_F e met_intron2_R foram desenhados para fazer um screening nas populacfes cujos
DNAs dos individuos ja estavam disponiveis em nosso laboratorio. O polimorfismo devido ao indel
foi detectado em gel de agarose 2%.

Tabela 2: Primers utilizados neste trabalho e suas respectivas sequéncias, temperaturas de melting
e uso. A sigla PCR significa primers utilizados na amplificacdo do gene; SEQ significa uso para
sequenciamento e SCR significa uso para screening das populagoes.

Nome Sequéncia (5>- 3) Tm (°C) Uso
met ATG_F ATGGCTTCCCACATTGTTGG 56,0 PCR
met_polA_R CCCTCAAGATGCACACAGAA 60,0 PCR
met_exond R TTGGCCCAGATATTCCTTCC 61,0 SEQ
met_exon6 F TCTCCCAGGGTAACAAATGA 58,0 PCR, SEQ
met_exon7_R GATCCAATGGTGGTGGTAGG 60,0 PCR, SEQ
M13F (universal) GTAAAACGACGGCAGT 57,2 SEQ
M13R (universal) GCGGATAACAATTTCACACAGG 60,8 SEQ
met_intron2_F AATACAAAGAGGCCAAGGCG 60,4 SCR
met_intron2 R GGAACACTGTCAACGCCAAG 62,4 SCR

4) Alinhamento e Edicdo das Sequéncias

As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa Sequencher 4.8 (Gene Codes
Corporation) com edicdes e refinamentos manuais. As substituicbes nucleotidicas Unicas por sitio
foram consideradas erros de fidelidade da Taq DNA polimerase e regides de introns com repeti¢des
mononucleotidicas variaveis também foram excluidas das analises.

5) Analises de Diversidade e Testes de Neutralidade com Simulagdes Coalescentes

Para avaliar o efeito de forcas evolutivas internas, genes nédo ligados ao locus MetE, como os
espacadores de DNA ribossomal nuclear (ITS) e espagadores intergénicos do DNA cloroplastitico
(trnT-trnL) também foram analisados.

O programa DNAsp v5 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para estimar parametros
genéticos populacionais e tendéncias do espectro de frequéncia alélica. As diversidades
haplotipicas (h) e nucleotidicas () foram calculadas para cada uma das diferentes regides e para as
amostras como um todo. Para o calculo destes indices, os indels ndo foram considerados. Para
visualizar a conservacdo e estimar a taxa de diversidade nucleotidica (7) ao longo da sequéncia de



MetE, uma analise em janela deslizante foi realizada com base em uma janela de 50pb que se move
através do gene em intervalos de 25pb.

A historia demografica de populacdes e a presenca de selecdo natural sdo eventos nao
aleatdrios que podem modificar o padrdo de diversidade nucleotidica e de distribuicdo de
polimorfismos esperado sob o modelo Neutralista de Evolucdo. Para inferir sobre a ocorréncia
destes eventos em relacdo ao gene MetE, foram utilizados os testes D de Tajima (1989), F de Fu e
Li (1993), H de Fay e Wu (2000) que séo testes complementares para se obter uma conclusdo mais
confidvel sobre quais eventos evolutivos estdo atuando sobre as cOpias génicas de MetE nas
populacdes de ipeca. O teste D de Tajima é mais sensivel aos desvios no espectro das frequéncias
de polimorfismos por ser baseado nas diferencas entre o nimero de sitios segregantes e o nimero
médio de diferencas nucleotidicas estimado a partir da comparacdo entre pares de sequéncias. O
teste F de Fu e Li é mais sensivel a substituicdes nucleotidicas Unicas e baseia-se no nimero de
mutacOes que aparecem uma vez entre as sequéncias e no nimero médio de diferencas nucleotidicas
entre pares de sequéncias. Ja o teste H de Fay e Wu é mais sensivel a um excesso de variantes
derivados em alta frequéncia e, portanto, requer um grupo externo para a conducdo das analises. O
estado ancestral dos nucleotideos foi inferido pelo uso de uma Unica sequéncia do gene MetE obtida
de C. lucida para ser usado como grupo externo. Todos estes testes (D, F e H) séo esperados serem
proximo de zero no modelo padrdo de neutralidade e foram realizados considerando o ndmero total
de mutacdes e auséncia de recombinacdo, 0 que pode tornar os testes mais conservadores.
Simulacgdes coalescentes com 1.000 repeticGes foram realizadas para cada um destes testes para
modelar o impacto de eventos demogréaficos sobre a diversidade das sequéncias. Um intervalo de
distribuicdo (com 95% de confianca) e o p-valor dos parametros foram obtidos apds as simulacdes.

6) Estrutura Populacional de C. ipecacuanha

A andlise de variancia molecular (AMOVA) e a estatistica Fst de Wright foram realizadas
com o intuito de verificar a particdo da variacdo genética entre e dentro de regiGes e o grau de
diferenciacdo das populacbes gerado pelo gene MetE. Para isso, o programa Arlequin v 3.1
(Excoffier et al., 2005) foi utilizado.

Com base na Teoria do Coalescente, a rede de hapl6tipos nos permite reconstruir a relacdo
de ancestralidade entre as sequéncias e também observar a estruturacdo geografica (Posada &
Crandall, 2001). A rede de hapldtipos foi calculada utilizando o algoritmo median joining
implementado no programa NETWORK v4.6 (Fluxus Technology). Para esta andlise, além dos
quatro tipos de desoxirribonucleotideos que compde o DNA, os indels foram considerados como o
quinto carater de estado e codificados de forma que cada indel, independente de seu tamanho (pb),
fosse considerado como um Gnico evento de mutagao.

Anadlises filogenéticas do gene e da regido codificante de MetE foram realizadas utilizando
inferéncia bayesiana, em que métodos de simulagdo Monte Carlo em Cadeias de Markov (MCMC)
estimam a distribuicdo a posteriori dos parametros dos modelos, gerando uma arvore filogenética
enraizada pelo gene ortélogo de C. lucida. Primeiramente, programa MrModeltest v2.3 (Nylander,
2004) foi utilizado para testar, dentre 24 modelos de substitui¢cdo nucleotidica, qual melhor se ajusta
aos nossos dados. Como modelos distintos foram obtidos para a regido codificante e néo
codificante, a analise do gene completo foi realizada de forma particionada. As duas regides
(codificante e ndo codificante) foram analisadas simultaneamente, porém cada uma sob o melhor
modelo indicado pelo MrModeltest. O programa MrBayes v3.2 (Ronquist et al., 2012), com
minimo de 1.000.000 de geracGes, amostradas a cada 100 geragdes (sendo as primeiras 250.000
geracdes descartadas e definidas como burn-in), foi, entdo, utilizado para fazer as inferéncias
filogenéticas Bayesianas.



7) Evolucdo molecular de MetE

Para explorar a historia evolutiva do gene MetE, somente 0 CDS (Coding DNA Sequence)
foi considerado nas analises subsequentes. As analises para detec¢éo de sitios sob selecdo, baseadas
nas taxas dN/dS, foram conduzidas no pacote de programas HYPHY implementado no servidor
web DataMonkey (Delport et al., 2010 - disponivel em www.datamonkey.org).

Antes de fazer inferéncias filogenéticas e evolutivas é necesséario detectar a presenca de
eventos de recombinacdo, pois a evolucdo em sequéncias recombinantes ndo pode ser
adequadamente explicada por uma arvore filogenética unica e varias filogenias séo requeridas para
modelar corretamente a evolucao de cada fragmento ndo recombinante ( Pond et al., 2006). Assim,
se a recombinacdo ndo for levada em consideracdo, os métodos de méxima verossimilhanga de
substituicdo de codons para identificar a presenca de selecdo podem ser erroneamente interpretados
devido a presenca de muitos sitios falsos positivos. Portanto, uma triagem deste parametro foi
realizada para o os alinhamentos multiplos do gene completo e CDS de MetE utilizando o algoritmo
GARD (Genetic Algorithm Recombination Detection) para evidenciar incongruéncias filogenéticas,
identificar o nimero e localizacdo de pontos de quebra e as sequéncias envolvidas em putativos
eventos de recombinacdo. As andlises foram conduzidas utilizando o modelo HKY85 e demais
parametros por default.

ApoOs as analises de recombinacao, trés algoritmos (SLAC, REL, FUBAR) implementados
no programa HYPHY (servidor DataMonkey) foram utilizados para deteccdo de selecéo sitio-por-
sitio. O algoritmo SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting) é um conjunto de rapidos
“métodos de contagem" baseado em maxima verossimilhanga que permite a estima¢do do numero
de substituicGes sindnimas e nao sindnimas que ocorreram em cada codon ao longo da histdria
evolutiva da amostra. O método realiza a reconstrucdao de sequéncias ancestrais e ndo faz nenhuma
suposicdo sobre a distribuicdo das taxas sinénimas e ndo sinénimas dos sitios (Pond & Frost, 2005).
A abordagem REL (Random Effects Likelihood), uma extensdo do método originalmente descrito
por Nielsen e Yang em 1998, permite variacdes em ambas as taxas de substituicdo (sindbnimas e ndo
sindnimas) de acordo com um modelo geral de substituicdo nucleotidica pré-definido e, em seguida,
infere sobre as taxas de variacdo com que cada sitio individual evolui. A pressdo de selecdo em
sitios individuais é inferida usando abordagens Bayesianas empiricas (Pond & Frost, 2005).
FUBAR (Fast unconstrained Bayesian approximation) é um método que utiliza uma rapida
simulacdo MCMC que permite uma distribuicdo flexivel sobre os parametros de selecdo a serem
obtidos a partir dos dados, sem restricdes paramétricas na forma desta distribuicéo. Isto permite que
as informac6es sejam compartilhadas entre sitios, gerando maior poder de deteccdo que SLAC e
sem potencial viés como o apresentado pelas distribuicdes excessivamente restritivas utilizadas por
REL. Neste método, a forma de distribuicdo das taxas sinbnimas e ndo sinébnimas pode ser inferida,
usando MCMC, sem ter que recalcular a funcéo de probabilidade de cada iteragdo (Murrel, 2012).

Identificados os sitios sob selecdo, o modelo de estrutura tridimensional da proteina
metionina sintase descrito por Ferrer et al.(2004) para Arabdopisis thaliana (codigo Protein Data
Bank: 1U1H), o qual contém, em geral, 85% de identidade com a proteina de ipeca, foi utilizado
para localizar os sitios e inferir sobre possiveis diversificagdes funcionais da proteina de acordo
com o dominio proteico em que ocorrem. As porcBes N-terminal (residuos 1-391) e C-terminal
(residuos 392 — 765) de MetE também foram definidas no trabalho de Ferrer et al. (2004). Foi feito
o alinhamento maultiplo da proteina MetE descrita para varias espécies vegetais (disponiveis no
GenBank) para observar a conservacao e/ou perda de aminoacidos associados a funcdo proteica
utilizando o programa MEGA v5.1 (Tamura et al., 2011).



111) RESULTADOS

1) Caracterizacao do gene MetE e identificagcdo de erros gerados pela Taq DNA polimerase

Apos a clonagem e sequenciamento, foram obtidos, no total, 95 clones do gene MetE a partir
de 26 individuos de C. ipecacuanha, que continham um fragmento de aproximadamente 4.001pb.
Apobs remogdo de regibes mononucleotidicas de tamanho variavel entre os clones, obteve-se um
contig de 3.890pb. O nimero e tamanho putativos dos exons foi definido por Batista (2010) pela
comparacdo do cDNA de metionina sintase isolado de C. ipecacuanha com o seu homologo em A.
thaliana. Com a obtencdo do gene MetE completo neste trabalho, foi possivel também definir as
regibes de introns, conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Organizagéo estrutural do gene MetE resultante do alinhamento de 95 clones obtidos a
partir de 26 individuos de C. ipecacunha. Os retangulos representam a regido codificante (exons) e
as linhas, a regido ndo codificante (introns + 3’UTR). Os nimeros posicionados abaixo e acima dos
segmentos, correspondem aos seus respectivos tamanhos em pares de base (pb) no contig. As setas
indicam os cddons de iniciacdo (ATG) e parada (TGA), respectivamente.

O CDS de MetE em ipeca é composto por 11 exons, totalizando 2.298pb. Apos o
alinhamento dos clones para esta regido, nenhum indel ou mutacdo sem sentido (que gera um stop
cddon) foram observados ao longo da sequéncia, gerando, portanto, uma proteina de 765
aminoacidos para todos os clones. O gene é composto por 10 introns, que totalizam 1.468pb. Fez
parte dos clones um segmento da regido 3’UTR do gene constituida de 124pb, obtendo, entdo, uma
regido ndo codificante total de 1.592pb. Na regido ndo codificante, foram observadas variagcdes de
tamanho inter e intraindividuais, sendo notavel o indel de 120pb no segundo intron. Para detectar a
presenca deste indel em outros individuos, foi feito um screnning em todos DNAs de ipeca
disponiveis em nosso laboratorio. Somente nos individuos da regido “Mata Atlantica” foi
encontrado este indel (Figura 4).

O alinhamento do gene completo revelou, no total, 539 substitui¢cbes nucleotidicas Unicas. A
aleatoriedade da ocorréncia destas substituigdes unicas pode ser observada quando comparamos a
sua proporgdo em exons e introns. A regido de exons (2.298pb) corresponde a 59,07% do total de
pares de base do gene (3.890pb) e o nuimero de substituicbes Unicas observadas nesta regido
corresponderam a 59,00% do total destas mutacdes (318 de 539). E para a regido ndo codificante,
que corresponde a 40,93% do tamanho do gene, foram encontradas 221 mutagdes unicas (41,00%
do numero total destas mutacdes). Esta aleatoriedade também foi observada quando as mutacdes
unicas encontradas no CDS foram analisadas em relacéo as trés bases do cddon, as quais recairam
em cerca de 1/3 sobre cada posicdo do codon. Assim, todas essas substituicdes nucleotidicas Unicas
foram consideradas erros de fidelidade da Tag DNA polimerase e removidas das analises
subsequentes.
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Figura 4: Screening em gel de agarose 2% do indel de 120 pb presente no intron2 do gene MetE
entre individuos da populacdo de Raposo (RAP). Individuos que apresentam duas bandas sdo
polimorficos para este indel. Enquanto individuos com uma Unica banda ndo apresentam a insercao.

2) Anédlises Populacionais

Na tabela 3 estdo descritas estatisticas das varia¢fes nucleotidicas intra-regionais e de todas
as amostras, analisadas para diferentes partes do genoma desta espécie. No total, ocorreram 213
sitios polimdrficos, sendo 154 substitui¢des do tipo transicdo (72,30%) e 59 transversdes (27,70%).

Tabela 3: Estatisticas descritivas para as variacdes nucleotidicas e haplotipicas encontradas em
todas as amostras e dentro de cada grande regido de ocorréncia de C. ipecacuanha para o0 gene
MetE, ITS do nrDNA e espacadores trnT-trnL do cpDNA (sequéncias obtidas no trabalho de
Oliveira et al., 2010).

Regiéo N n S indel h Hd TTTOTAL DT F|:|_ HFW FST
MetE (3890pb)
Mata Atlantica 13 48 73 5 40 0,991 0,00285 -1,24 -1,75 3,96 -
Amazbnia 9 36 54 0 27 0,965 0,00140 -2,17* -2,17** 0,64 -
América Central 4 11 63 9 8 0,927 0,00760 1,50 1,35 -7,34 -
Total 26 95 213 17 75 0,992 0,00899 -0,66 -0,46 7,33 0.02961
ITS (532ph)
Mata Atlantica 21 41 173 0 20 0,801 0,02211 -2,17** -5;75** - -
Amazonia 19 19 0 0 1 0,000 0,00000 - - - -
América Central 6 6 0 1 1 0,000 0,00000 - - - -
Total 46 66 182 1 22 0,837 0,02060 -2,51** -6,39** - 0.54882
CpDNA (1044pb)
Mata Atlantica 73 73 5 5 6 0,617 0,00111 -0,54 0,64 - -
Amazbnia 41 41 0 0 1 0,000 0,00000 - - - -
América Central 5 5 0 0 1 0,000 0,00000 - - - -
Total 119 119 15 13 7 0,726  0,00556 0,91 1,59 - 0.66685

N, nimero de individuos amostrados;

n, nimero total de sequéncias amostradas;
S, nimero de sitios polimérficos;
indel, nimero de inser¢des e/ou delegdes;

h, nimero de haplétipos;
Hd, diversidade haplotipica (indels ndo considerados);
TroTaL, diversidade nucleotidica total;
Dy, teste D de Tajima sem grupo externo (*P<0,05 e **P<0,02);
FrL, teste F de Fu e Li sem grupo externo(*P<0,05 e **P<0,02);
Hrw, teste H de Fay e Wu com grupo externo;
Fst, indice de divergéncia genética entre as regides.
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Quando a sequéncia completa de MetE foi analisada para os 95 clones, 75 haplotipos (h)
foram encontrados a partir das 213 substitui¢cbes (indels ndo considerados), 0 que gerou uma
diversidade haplotipica (Hd) de 0,992. A regido “Mata Atlantica” apresentou 0 maior indice de
diversidade haplotipica (0,991), porém “Amazoénia” e “América Central” também apresentaram
indices elevados (Hd = 0,965 e Hd = 0,927, respectivamente). Para os outros loci génicos
analisados (ITS e cpDNA), somente “Mata Atlantica” apresentou diversidade em seus haplotipos.

A diversidade nucleotidica (ntotaL) de MetE para todas as amostras foi de 0,00899. Quando
avaliada dentro de cada regido, a diversidade nucleotidica apresentou o maior indice na “América
Central” (0,00760). E, assim como a diversidade haplotipica, este padrdo de diversidade
nucleotidica (total e dentro das trés regiGes) ndo € observado para os outros loci do genoma
avaliados. Para ITS, valores maiores de diversidade foram observados nas amostras (mrotaL =
0,02060) e somente dentro de “Mata Atlantica” houve variagdo entre os individuos. Para cpDNA,
valores baixos de diversidade também foram encontrados (nrotaL =0,00556), principalmente porque
indels foram o principal tipo de mutacdo nesta regido e estes ndo sdo computados no célculo de
diversidade nucleotidica. Além disso, variacbes nos espacadores de cpDNA também so foram
encontradas dentro da regido “Mata Atlantica”, assim como para ITS.

Para diferenciar os possiveis eventos evolutivos que atuaram sobre individuos de C.
ipecacuanha das trés regides, foram feitos trés testes estatisticos para os trés loci analisados. O
Teste H de Fay e Wu (Hrw) se mostrou o mais rigoroso, nao rejeitando a hipotese nula de evolucéo
neutra. Valores negativos significativos dos testes D de Tajima (D) e F de Fu e Li (FrL) foram
observados para 0 gene MetE somente na “Amazonia”. Para ITS, valores negativos e significativos
dos testes D de Tajima (D7) e F de Fu e Li (FrL) foram observados na “Mata Atlantica” ¢ no “total”.
Para os espacadores cpDNA, nenhum destes testes foi significativo.

Tabela 4: Andlise de varidncia molecular (AMOVA) para dois e trés niveis hierarquicos em
populacdes de C. ipecacuanha em relacdo ao gene MetE.

Graus de Soma de Componentes Porcentagem da
liberdade  Quadrados de Variancia variancia total (%)

Fonte de Variacao

Dois niveis hierarquicos

Entre regides 2 1,804 0,01486 Va 2,96

Dentro de regides 92 44,817 0,48714 Vb 97,04
Total 94 46,621 0,50200 100

Trés niveis hierarquicos

Entre regides 2 1,804 0,01060 Va 2,11

Entre individuos dentro das regides 23 13,884 0,04278 Vb 8,53

Dentro de individuos 69 30,993 0,44831 Vc 89,36
Total 94 46,621 0,50169 100

A anélise de variancia molecular AMOVA a partir de sequéncias MetE considerando dois
niveis hierarquicos evidencia que o principal componente da variancia total corresponde a variacdes
dentro das diferentes regides (97,04%) (Tabela 4). Assim, dividindo as regides em seus individuos e
considerando os clones dentro de cada individuo como um terceiro nivel hierarquico e recalculando
a AMOVA, observamos que a maior parte da variagdo anteriormente encontrada era devido as
diferencas entre clones dentro de cada individuo (89,36% da variacdo total). O baixo valor da
estatistica Fst para o locus MetE (Fst = 0.02961) corrobora com os resultados da AMOVA,
evidenciando que as diferencas de frequéncias alélicas ndo foram significativas entre as trés regides.
No entanto, elevados valores de Fst para ITS (0.54882) e cpDNA (0.66685) indicam a elevada
diferenciacéo entre as trés grandes regides geograficas de ocorréncia da espécie.
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Por meio das redes de haplétipos obtidas para o gene (Figura 5) e para o CDS (Figura 6)
podemos observar uma relacdo entre as sequéncias de MetE consistente em nivel geografico, em
que haploétipos mais proximamente relacionados foram simpatricamente distribuidos. Além disso,
todos os haplétipos foram restritos a uma Unica regido, ou seja, ndo foram observados hapl6tipos
compartilhados entre as trés regides. Ndo é possivel fazer inferéncias sobre um ancestral comum,
uma vez que os hapldtipos ndo coalescem num Unico ponto da rede que corresponda a um haplétipo
de alta frequéncia e de distribuicdo geografica ampla. Pela rede de hapl6tipos do gene também é
possivel observar a presenca de seis clones distintos dentro de um mesmo individuo (TAN9),
sugerindo que mais de uma copia do gene MetE pode estar presente no genoma de ipeca.
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Figura 5: Rede de haplotipos obtida a partir de sequéncias do gene de metionina sintase em
individuos de C. ipecacuanha, utilizando o algoritmo de median joining. Cada circulo representa
um haplétipo e os clones dos individuos associados sdo indicados. Os tamanhos dos circulos
correspondem as frequéncias dos haplotipos. Haplétipos intermediarios referem-se a hapldtipos nao
amostrados ou extintos na populacao.
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Figura 6: Rede de hapl6tipos obtida a partir de sequéncias CDS do gene metionina sintase em
individuos de C. ipecacuanha, utilizando o algoritmo de median joining. Cada circulo representa
um hapl6tipo e os clones dos individuos associados sdo indicados. Os tamanhos dos circulos
correspondem as frequéncias dos haplétipos. Haplétipos intermediarios referem-se a hapl6tipos nao

amostrados ou extintos na populagéo.
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Os testes de ajustamento de modelos de substituicdo nucleotidica mostraram que para a
regido de exons, 0 modelo HKY+1+G obtido por AIC (Akaike Information Criterion) foi o que
melhor se ajustou. Para a regido ndo codificante (introns + 3'UTR), o melhor modelo indicado foi
HKY+G obtido por hLRT (hierarquical Likelihood Ratio Test).

A arvore filogenética do gene completo reconstruida por inferéncia Bayesiana e enraizada
(Figura 7) também n&o nos permitiu identificar a historia genealdgica das sequéncias, uma vez que
os clones MetE de C. ipecacuanha formam uma politomia basal em relacdo a espécie C. lucida.
Também ndo foi observada a formacdo de clados por regides geograficas, pois os clones de GUAS
foram mais associados as outras regides que a “Mata Atlantica”.

Explorando a arvore filogenética obtida para a regido codificante - CDS (Figura 8), €
possivel observar uma melhor resolucdo dos clados em relacdo as trés regibes geogréficas de
ocorréncia da espécie, sugerindo que homoplasias podem ter ocorrido nas regides ndo codificantes
que levaram a auséncia de estruturacdo geografica dos clados na analise do gene completo.
Portanto, nesta arvore, é possivel observar que as regides “Amazonia” e “América Central” sdo
mais proximas entre si em relagdo a “Mata Atlantica”. Quanto a ancestralidade dos hapl6tipos,
podemos observar que dos ramos que interligam “C. lucida” e “Mata Atlantica” ndo emergiram
relacbes robustas (baixa probabilidade posterior dos nés), o que sugere uma maior proximidade
filogenética entre estes haplotipos.
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Figura 7: Arvore filogenética bayesiana enraizada obtida a partir da sequéncia do gene de
metionina sintase (MetE) a partir de 26 individuos de Carapichea ipecacuanha. Para a regido de
exons foi usado o modelo HKY+I+G e para a regido ndo codificante foi usado o modelo HKY+G.
O tamanho de cada ramo € proporcional a barra de escala que representa o numero esperado de
substituicdes por sitio. Valores suporte de probabilidade posterior acima de 70% séo apresentados
para cada ramo que se subdivide. As cores vermelha, amarela, roxo e verde correspondem,
respectivamente, a clones de individuos pertencentes o grupo externo (C. lucida), Mata Atlantica,
Ameérica Central e Amazonia. Foram realizadas 1.000.000 geracfes de MCMC para o0 gene
completo e houve convergéncia a 0,99%.
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Figura 8: Arvore filogenética bayesiana enraizada obtida a partir das sequéncias de CDS de
metionina sintase (MetE) a partir de 26 individuos de Carapichea ipecacuanha. O tamanho de cada
ramo é proporcional a barra de escala que representa 0 nimero esperado de substitui¢ces por sitio.
Valores suporte de probabilidade posterior acima de 80% sdo apresentados para cada ramo que se
subdivide. As cores vermelha, amarela, roxo e verde correspondem, respectivamente, a clones de
individuos pertencentes o grupo externo (C. lucida), Mata Atlantica, América Central e Amazonia.
Foram realizadas 1.500.000 geragdes para o CDS e houve convergéncia a 0,99%.
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3) Andlises evolutivas do gene MetE

Uma maior diversidade na regido de introns (mrorac = 0,01320) foi observada em relacdo aos
exons (mrorau = 0,00641). A diversidade nucleotidica ao longo de toda sequéncia pode ser
visualizada através da analise em janela deslizante (Figura 9).
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Figura 9: Analise em janela deslizante da diversidade nucleotidica. A andlise foi baseada em uma
janela de 50pb que se move através do gene em intervalos de 25pb. A estrutura exon/intron do gene
é indicada para fornecer uma referéncia da diversidade nucleotidica em cada segmento.

Nos exons, ocorreram 97 sitios polimoérficos, sendo 48 substituicdes sindnimas e 49
substituicdes ndo sinbnimas cujas propor¢des variaram entre os diferentes exons e entre as trés
regibes (Tabela 5). A diversidade nucleotidica foi maior para sitios sindnimos (7wsn=0,01667) em
relacdo a sitios ndo-sindnimos (7wnsin= 0,00324).

Os testes de neutralidade aplicados para todos os fragmentos do gene foram significativos
apenas para o exonll (Dt=-1,68 e FrL=-2,13). Ainda que néo significativo, o teste H de Fay e Wu,
também apresentou valor negativo (Hrw = -1,30). Para as analises do CDS em relacgéo as regides de
ocorréncia, assim como para 0 gene completo, apenas a regido “Amazonia” apresentou desvios
significativos da neutralidade.
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Tabela 5: Estatisticas descritivas para as diferentes fragmentos do gene MetE (exons e introns) e
para 0 CDS nas trés regides de ocorréncia de Carapichea ipecacuanha.

dl(jrgae‘gr?;el\r/llt;sE bp S Sin NSin TTOTAL nSin nNsin Dt FrL Hew
CDS 2298 97 48 49 000641 001667 000324 0,73 09 0,99
Exon01 350 10 3 7 000280 - . 128 162 0,60
Exon02 88 6 2 4 000448 - - 150 -1,20 0,36
Exon03 128 7 4 3 00135 - - 073 123  -083
Exon04 32 20 12 8 00177 - - 053  -011 0,14
Exon05 164 4 1 3 000384 - - 038 06l 0,13
Exon06 81 7 2 5 001253 - - 06l 0,66 043
Exon07 167 9 3 6 000663 - - 093  -1,67 051
Exon08 106 3 3 0 000227 - . 107 085 0,22
Exon09 251 11 7 4 000492 - . 111 012 017
Exon10 202 9 6 3 000969 - . 029 001 055
Exonll 369 11 5 6 000210 - - 168 213* 1,30
Introns 1502 116 - - 001320 - . 059 001 634
Regibes
Mata
- 2298 44 24 20 000290 000983 000076 -1,13  -177 0,955
Atlantica
Amazonia | 2298 27 8 19 000121 000253 0,00081 -198* -300%* -161
’?;?ﬁ{r'i."" 2298 23 12 11 000399 000901 000243 0,76 062  -587

bp, tamanho da sequéncia em pares de base;

S, nimero de sitios polimorficos;

Sin, nimero total de sitios sinbnimos;
NSin, nimero total de sitios ndo sindbnimos;

mrotaL, diversidade nucleotidica considerando todos os sitios;
Ttsin, diversidade nucleotidica para sitios sinénimos;

Tinsin, diversidade nuleotidica para sitios ndo sinbnimos;

D+, teste D de Tajima sem grupo externo (*P<0,05 e **P<0,02);
FeL, teste F de Fu e Li sem grupo externo(*P<0,05 e **P<0,02);

Hew, teste H de Fay e Wu com grupo externo;

Ndo foram detectados eventos de recombinacdo nas analises por GARD para 0 gene
completo e CDS de MetE. Portanto, ndo ha evidéncias para discordancias filogenéticas e as analises

de selecéo positiva foram realizadas considerando uma Unica arvore filogenética para o gene.

Dentre os algoritmos utilizados para inferir sobre eventos de sele¢cdo, SLAC mostrou-se o
mais conservador, em que apenas 04 sitios sob selecdo negativa foram detectados e nenhum sitio foi
detectado para selecdo positiva. REL mostrou-se o mais sensivel para selecdo negativa com 48
sitios detectados, sendo este teste mais sujeito a falsos positivos (na Tabela 6 apenas os sitios
significativos em consenso com as outras analises sdo apresentados). E o algoritmo FUBAR foi o
unico em que eventos de selecdo positiva foram detectados (04 sitios). Ainda de acordo com este
ualtimo, € provavel que 50,90% dos sitios estejam experimentando sele¢do negativa, 6,1% evolugdo
neutra e 43,0% selecdo positiva, sendo encontradas fortes evidéncias de selecdo apenas para 0s
sitios apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Sitios com evidéncia de selecdo negativa (azul) e positiva (vermelho) pela inferéncia de
trés algoritmos (SLAC, REL, FUBAR). Taxas dN/dS normalizadas estatisticamente significativas
sdo apresentadas para cada sitio. Os valores medios da taxa dN/dS também sdo apresentados para
cada analise.

SLAC REL FUBAR
POSICA0 | yNids | p-valor | dN/dS BFat‘?r dnids | Prob.
ayesiano posterior

-139,85 | 1,86x10%° | -19,824 | 10,9999
-4,2637 | 974365 | -5,6618 | 0.9678
-2,4409 | 10306,10 | -6,4298 | 0.9131
-4,3835 | 12279,10 | -9,3143 | 0,9848
-4,335 | 1159920 | -8,6892 | 0.9838
-4,9282 | 13627,50 | -10,693 | 0,9885
-4,3308 | 12118,70 | -9,0963 | 0.9855
-6,4308 | 1,73x10° | -13,618 | 0,9988
-4,3081 | 11599,10 | -8,6818 | 0.9829

- - 4,862 0,9559
- - 3,828 0,9041
- - 7,130 0,9690
- - 3,296 0,9083

dN/dS 04317 10,6010 4,7500
médio

Um p-valor menor que 0,1 foi considerado estatisticamente significativo para presenca de sele¢do nas anélises SLAC.
Fatores Bayesianos maiores que 50 foram considerados estatisticamente significativos para andlises REL.
Probabilidades posteriores maiores que 0,9 foram consideradas estatisticamente significativas para as analises FUBAR.
Valores ndo significativos ndo sdo apresentados.

O sitio positivamente selecionado na posicdo 151 corresponde a uma substituicdo do tipo
transversdao na segunda base do cédon (AGU —» ACU) que gera a alteracdo de uma Serina por
uma Treonina. O cédon AGU ocorre apenas em individuos da “Mata Atlantica” e no individuo
MIL1 da “América Central”. E o codon ACU ocorre nos demais individuos da “América Central” e
em todos os individuos da “Amazonia”.

Na posi¢do 336, uma transicdo altera a segunda base do cddon (GAU —» GGU), causando
a substituicdo de um Aspartato por uma Glicina e ocorre apenas nos clones TLM11 C2 e
GUAS_C1 da “Mata Atlantica”.

Na posi¢do 509, ocorre uma transi¢do na primeira base do cédon (UUU—> CUU) que altera
uma Fenilalanina por uma Leucina e aparece apenas nos clones RAP5 C2, TLM11l C61,
VRBS5_C2 da “Mata Atlantica”.

Na posi¢do 747, ocorre uma transi¢do na segunda base do codon (CUC—» CCC), alterando
uma Leucina por uma Prolina e aparece nos clones VRB5 C4 da “Mata Atlantica” e TCS2 C22 da
“Ameérica Central”.

Analisando a posicdo destas mutagGes na estrutura tridimensional de metionina sintase
(Figura 10), foi observada a ocorréncia em regides de a-hélice (336 e 747) e regiBes de loops (151 e
509).

As mutacdes negativamente selecionadas ocorreram na terceira base do cédon, causando
substituicdes que n&do alteraram o aminoacido codificado. Quatro delas (7, 297, 611 e 731)
ocorreram em regifes de estrutura secundaria ndo definida (loops) e cinco (79, 179, 539, 621 e 708)
em regides a-hélice (Figura 11).
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Figura 10: Estrutura tridimensional da enzima MetE de Arabidopsis thaliana (cédigo 1U1H no
Protein Data Bank) representada em diagrama cartoon. As cores laranja e verde correspondem as
porcBes N-terminal e C-terminal, respectivamente. Os sitios positivamente selecionados no gene
homologo de C. ipecacunha sdo marcados em vermelho. As setas mostram, em melhor angulo, o
sitio onde ocorreu a mutacdo. Os numeros correspondem ao posicionamento da mutacdo na
estrutura primaria da proteina (conforme a Tabela 6) e, em seguida, é indicada a substituicdo
aminoacidica que ocorreu no sitio.
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Figura 11: Estrutura tridimensional da enzima MetE de Arabidopsis thaliana (codigo 1U1H no
Protein Data Bank) representada em diagrama cartoon. As cores laranja e verde correspondem as
porcdes N-terminal e C-terminal, respectivamente. Os sitios negativamente selecionados no gene
homélogo de C. ipecacunha sdao marcados em azul. As setas mostram, em melhor angulo, o sitio
onde ocorreu a mutacdo e 0s numeros acima correspondem ao posicionamento da mutacdo na
estrutura priméria da proteina, conforme a Tabela 6.

No sitio ativo, localizado na por¢do C-terminal, os aminoacidos envolvidos na coordenacao
de atomos de zinco (His®*’, Cys®*® e Cys"*®) e na interacdo com a molécula homocisteina (Asp®®,
11e*®" e Ser*®), segundo Ferrer et al. (2004), foram conservados em todos os clones de MetE em
ipeca (dados ndo mostrados) e entre as proteinas de outras espécies vegetais (Figura 12). O residuo
de Trp®’ que permite o empilhamento da metade pterina do N°-metiltetrahidrofolato e alguns
residuos da porcdo N-terminal (Lys™, Arg™ e Asn®**) que estdo relacionados & estabilizacdo da
cadeia de poliglutamato negativamente carregada do N°-metiltetrahidrofolato, também se
mostraram conservados. Somente a mutacdo positivamente selecionada na posicdo 509, localiza-se
em uma regido associada a funcao da proteina (loop catiénico composto pelos residuos 507-529 que
ancora o primeiro residuo glutamil do N°-metil-tetrahidrofolato).

Ainda observando o alinhamento multiplo de proteinas (Figura 12), é possivel notar que a
maioria das mutacdes encontra-se na por¢do N-terminal da proteina (64,94% de todas as mutacdes
detectadas no alinhamento).
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—> Sitios negativamente selecionados

——2> Sitios positivamente selecionados
A Funcdo: interacdo e estabilizacdo da cadeia de poliglutamato do N-metil-tetrahidrofolato

‘ Funcdo: ancoragem do primeiro residuo de glutamil e da porgéo pterina do N-metil-tetrahidrofolato
‘ Funcdo: interacio com homocisteina

A Funcéo: ligacdo e coordenacdo do atomo de zinco

Figura 12: Alinhamento multiplo da proteina MetE predita a partir de diferentes clones de C.
ipecacunha e C. lucida e de espécies vegetais disponiveis no GenBank: Catharanthus roseus
(X83499), Nicotiana suaveolens (DQ984138), Solanum tuberosum (AF082893), Carica papaya
(EF512313), Camellia sinensis (JF795472), Glycine max (NM_001248865), Phelipanche ramosa
(DQ849630), Arabidopsis thaliana (U97200). As cores laranja e verde representam,
respectivamente, as por¢des N-terminal e C-terminal.
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1V) DISCUSSAO

1) O gene MetE em C. ipecacuanha

O cDNA para Metionina Sintase (MetE) foi descrito para diversas plantas e comparagdes
destas sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos por elas preditos em relacdo ao putativo CDS de
MetE em ipeca mostraram elevada similaridade, principalmente em regides de motivos associados a
funcdo da enzima (Batista, 2010). Porém, poucos trabalhos descrevem analises para a sequéncia
completa (exons e introns) deste gene. Neste trabalho, isolou-se, pela primeira vez, o gene MetE
completo de C. ipecacunha e anélises populacionais e evolutivas foram conduzidas.

Nas analises intraespecificas, o gene MetE de C. ipecacunha apresentou alta similaridade
entre os individuos amostrados, sendo as divergéncias na regido codificante devido apenas a
substituicdes nucleotidicas. Alteracbes estruturais na organizacdo exon-intron (por exemplo: ganho
ou perda de exons ou introns; exonizagédo e pseudoexonizacgdo; insercoes e delecdes intraexdnicas —
Xu et al., 2012) ndo foram observadas nas comparac6es intraespecificas, nem interespecificas.

O gene MetE possui uma ou poucas cépias no genoma de plantas (Hesse et al., 2004).
Analises de Southern Blot realizadas, por exemplo, em A. thaliana, Solanum tuberosum,
Catharanthus roseus, Hordeum vulgare sugeriram a presenca de apenas uma ou poucas copias
génicas de MetE devido a uma ou duas bandas observadas por diferentes enzimas de restri¢do
utilizadas (Gakiere et al., 1999; Ravanel et al., 2004; Zeh et al., 2002; Eichel, et al., 1995, Narita et
al., 2004). Em ipeca, 0 sequenciamento do gene MetE completo, mostrou a presenca de Vvarios
clones distintos, sugerindo que até 6 alelos (3 genes) podem ser encontrados dentro de um mesmo
individuo. No entanto, muitos destes clones se diferenciavam por apenas um passo mutacional, o
que pode ter ocorrido por erros de fidelidade da Tag DNA polimerase que, porventura, ndo foram
excluidos das analises. Experimentos especificos para a deteccdo do nimero de copias de MetE
nesta espécie ainda sdo necessarios.

2) Estrutura populacional

Estudos anteriores com marcadores ISSR (Rossi et al., 2009), espacadores intergénicos
cloroplastidicos e espacadores transcritos internos do DNA ribossomal nuclear (Oliveira et al.,
2010) revelaram um alto nivel de diferenciacdo genética entre os individuos de C. ipecacuanha
amostrados nas trés grandes de regides de ocorréncia da espécie (Mata Atlantica, Amazonia e
América Central). No presente trabalho, as analises populacionais de MetE mostraram por meio das
redes de haplotipos (para o gene completo e CDS) e da arvore filogenética (para CDS) uma relacédo
de ancestralidade comum entre hapldtipos de uma mesma regido e, consequentemente, uma
correspondéncia entre distribuicdo geografica dos individuos e arquitetura da rede de hapl6tipos. No
entanto, como a maioria destes haplotipos se comporta como singletons (haplétipos representados
por uma Unica sequéncia na amostra), uma grande variacdo dentro da mesma regido é observada e
poucos passos mutacionais conectam clones de diferentes regiGes. Esta baixa estruturagdo dos
haplotipos de MetE em relacdo as trés regibes é evidenciada pelo baixo valor da anélise de Fst
(0.02961) e pelo resultado da AMOVA, em que a maior parte da variacdo foi devido as diferencas
entre clones dentro de um mesmo individuo (89,36%) e ndo entre as trés regides (2,11%). Pousada e
Crandall (2001) explicam que a relacéo entre genes amostrados a partir de individuos da mesma
espécie realmente ndo é hierarquica como na filogenia strictu sensu. As relagdes intraespecificas
entre copias génicas ancestrais e descendentes podem ser resultados da sobreposicdo de pools
génicos, de reproducdo sexuada, de recombinacdo, de pequenos numeros de mutacdes relativamente
recentes, além de efeitos de eventos demograficos e de selecdo, resultando em redes de haplotipos
com multifurcagGes, homoplasias e relacfes reticuladas dentro de populacfes. Além disso, o uso de
genes nucleares em estudos populacionais pode levar a reconstrucdo de eventos de duplicacdo ao
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invés de eventos populacionais, devido a complexa dinamica evolutiva de familias génicas
nucleares (Sang, 2002).

3) Diversidade e Desvios da Neutralidade

Como a maioria dos genes nucleares de eucariotos, o gene MetE em ipeca € composto por
exons e introns. A diversidade nucleotidica é cerca de 2 vezes maior na regido nao-codificante,
composta pelos introns e parte da regido 3'UTR, do que na regido codificante, composta pelos
exons. Isto ocorre porque, geralmente, exons estdo sobre forte selecdo purificadora e mutacGes
deletérias sdo eliminadas, sendo encontradas, relativamente, baixas taxas de substituicdo
nucleotidica; enquanto em introns, mutacdes podem ser acumuladas por nao causar prejuizos para o
fitness do individuo (Sang, 2002).

A diversidade nucleotidica para o locus MetE considerando todas as amostras de ipeca foi
estimada em 0,00899. Resultados semelhantes foram obtidos para populagdes de Dunnia sinensis
(0,00520, Chiang et al., 2002), Quercus mongolica var. crispula (0,00646, Quang et al.,2009) e
Fokienia hodginsii (0.00499, Quang et al., 2012) quando a sequéncia parcial do gene MetE
(abrangendo do exonl ao exon4) foi analisada.

As analises da diversidade nucleotidica intra-regional de MetE mostraram a presenca de
variacdo dentro das trés regides, enquanto para outros loci do genoma analisados (espacadores trnT-
trnL do DNA cloroplastidico e ITS do DNA ribossomal nuclear) apenas foi observado variacdo
dentro de “Mata Atlantica”. As analises comparativas dos trés loci revelaram alta heterogeneidade
quanto a diversidade genética e quanto ao desvio da neutralidade.

Em plantas, sequéncias do genoma de cloroplastos evoluem muito lentamente em relacdo ao
DNA nuclear e apresentam baixos niveis de variacdo genética intraespecificos. O cpDNA, na
maioria das angiospermas, também é mais sensivel a mudancas demogréaficas, por representarem a
metade do tamanho efetivo populacional de marcadores biparentalmente herdados e por ndo
sofrerem recombinacdo (Sang, 2002; Mitton, 1994). No caso de ipeca, baixos valores de
diversidade nucleotidica e haplotipica foram detectados para os espacadores trnT-trnL do cpDNA, o
que pode ser consequéncia das caracteristicas inerentes ao genoma cloroplastidico, como também
dos eventos que levaram esta espécie ao status de ameacada de extingéo.

As analises do locus ITS mostraram um maior valor de diversidade nucleotidica que 0s
outros loci analisados e 22 hapl6tipos foram obtidos a partir de 66 sequéncias, sendo a maioria
encontrada na regido “Mata Atlantica”. Sequéncias repetidas em tandem como ITS do nrDNA,
devido a evolugdo em concerto, tendem a se homogeneizar e reduzir o numero de sitios
polimorficos em nivel intraindividual e populacional. Queiroz et al. (2011) sugeriram que héa
presenca de evolucdo em concerto, porém ainda incompleta, e que ha presenca de pseudogenes
altamente divergentes nas copias de ITS do genoma nuclear de C. ipecacuanha, o que pode explicar
a variagdo encontrada.

Apenas uma tendéncia de desvio da neutralidade (valores de Dt e FrL negativos e
significativos) foi observada em relagdo as regiGes de ocorréncia de ipeca e aos diferentes loci.
Valores negativos e significativos estimados em testes de neutralidade indicam que ha um excesso
de polimorfismos de baixa frequéncia, maior do que o esperado com base na Teoria Neutralista de
Evolucdo. Neste caso, trés inferéncias sdo possiveis: 1) houve uma recente expansdo do tamanho
populacional; ou 2) presenca de selecdo purificadora recente de uma mutacdo ligada; 3) erros de
fidelidade da Tag DNA polimerase ndo detectados e, portanto, ndo excluidos das analises.

Os testes de neutralidade ndo foram significativo para os espagadores trnT-trnL do cpDNA,
ndo rejeitando, portanto, a hipotese de evolucdo neutra, a qual condiz com regides do genoma de
copia Unica, ndo codificantes e que cuja variacdo em nivel molecular ndo afeta o fitness do
individuo. Portanto, o destino evolutivo da variacdo observada no cpDNA é melhor explicado por
processos estocasticos.
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Em ITS, valores negativos significativos foram obtidos para as amostras como um todo e
para “Mata Atlantica”. O fend6meno da evolucdo em concerto, que ocorre nestas regides génicas,
exerce uma forte pressdo purificadora devido a esta conversdo génica viesada que leva a
homogeneizacdo das copias de ITS. Assim, este processo evolutivo ndo adaptativo, pode ser o fator
responsavel pelos desvios da neutralidade encontrados.

Para 0 gene MetE, valores negativos e significativos dos testes de neutralidade foram
obtidos somente para a regido “Amazdnia” quanto ao gene completo e CDS. E quando o CDS foi
fragmentado em seus exons, apenas 0 exonll apresentou valores significativos, sugerindo a
presenca de um processo evolutivo distinto atuando neste gene, mais especificamente no exonll e
na regido amazonica.

Portanto, os resultados sugerem que os trés loci evoluiram independentemente e que eventos
demograficos ndo explicam a variagdo observada, pois sua ocorréncia afetaria profundamente todo
0 genoma. O mais provavel é que estes loci estejam sob o efeito de diferentes processos evolutivos,
caracteristicos de cada regido do genoma e influenciados pelos diferentes habitats em que 0s
individuos se encontram (adaptacao local).

4) Evolugdo molecular da regido codificante de MetE

O gene MetE codifica a enzima metionina sintase, que por atuar na via de sintese e
regeneracdo de AdoMet, esta indiretamente associada ao metabolismo de crescimento vegetal, de
interacdo com patdgenos e de resposta a estresses (Ravanel et al., 1998; Chiang, et al., 2002; Narita
et al., 2004). A rapida evolucdo de genes relacionados as estas vias e 0s desvios da hipdtese de
evolucdo neutra encontrados, motivou-nos a testar a hipotese de selecdo positiva para os sitios
polimorficos presentes na regido codificante do gene MetE nas populacdes disjuntas de C.
ipecacuanha.

Mudancas na funcdo do gene podem ser devido a substituicbes que alteram o aminoacido e/
ou por mudancas estruturais na organizacao exon-intron (Xu, et al., 2012). N&o foram encontradas
evidéncias de alteracBes estruturais no gene MetE em ipeca e somente substituicfes nucleotidicas
foram detectadas na regido codificante. A presenca de 49 substituicdes ndo-sindbnimas pode indicar
a ocorréncia de mutacdes vantajosas mantidas devido as diferencas de pressdes seletivas em cada
uma das trés regides de ocorréncia da espécie. No entanto, apenas quatro destes sitios foram
estatisticamente detectados como positivamente selecionados (151, 336, 50 e 747).

Na posicdo 151, a alteragdo de uma Serina por uma Treonina pode ser considerada uma
substituicdo conservativa, pois ambos os aminoacidos possuem cadeias laterais ndo carregadas e
polares e ocorrem em uma regido de loop.

Na posicéo 336, ha alteracdo de um Aspartato por uma Glicina. O Aspartato possui em sua
cadeia lateral um segundo grupo hidroxila, o que Ihe confere uma carga liquida negativa em pH7,0
e, portanto, propriedades hidrofilicas. Sua alteracdo por uma Glicina, uma aminoacido de estrutura
simples e que realiza interacfes fracas, pode causar uma quebra da estrutura secundaria onde esta
alteracdo ocorre.

A mutacdo na posicdo 509, que altera uma Fenilalanina por uma Leucina, posiciona-se em
um loop catibnico associado a funcionalidade da enzima. Apesar de ambos aminoacidos terem
caracteristicas hidrofdbicas, a presenca de uma anel aromatico na cadeia lateral da Fenilanina pode
tornar a regido mais rigida. No entanto, se esta mutacdo causar algum prejuizo ao fitness do
individuo, a ocorréncia em apenas um dos clones dos individuos RAP5 (clone 2), TLM11 (clone
61), VRB5 (clone 2), pode ser compensada pelas demais cépias génicas de MetE que podem
assumir a funcdo enzimatica que lhe é convencionalmente atribuida.

Na posicdo 747, ocorre a alteragdo de uma Leucina por uma Prolina. Ambos sdo
aminoacidos alifaticos ndo-polares, no entanto, a Prolina possui uma estrutura ciclica e um grupo
amino secundéario (imino) que é mantido em uma conformagdo rigida. Portanto, esta alteragdo pode
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levar a reducdo da flexibilidade estrutural ou mesmo tor¢des na estrutura de a-hélice onde ocorre.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos de modelagem protéica para realizar inferéncias mais
confiaveis sobre os efeitos destas alteracbes na estrutura e atividade da enzima.

Os testes estatisticos em que apenas o critério dN/dS > 1 considera a presenca de selecdo
positiva sdo extremamente estringentes e, provavelmente, levam a perda da maioria dos casos em
que a selecdo positiva esta operando (Kreitman, 2000). O teste para deteccdo de selecdo utilizando a
taxa dN/dS foi originalmente desenvolvido para ser aplicado a sequéncias com grandes divergéncias
genéticas, cujas diferencas entre elas representassem substituicbes ao longo de linhagens
evolutivamente independentes (mutacdes fixadas entre espécies). Mesmo quando as amostras séo
oriundas de populagbes evoluindo independentemente, como os individuos das trés regibes de
ocorréncia de ipeca, 0 poder da estatistica dN/dS para detectar selecdo positiva € baixo quando a
maioria dos sitios em uma proteina evolui sobre sele¢do purificadora/negativa (Kryazhimskiy &
Plotkin, 2008). Além disso, é importante ressaltar que polimorfismos sdo mutacdes cuja disposicao
final (fixacdo ou perda) ainda ndo esté definida e estdo sob efeito da deriva genética e da selecéo
dentro de uma espécie. Mas, ainda assim, fornecem informacdes sobre o processo de evolucéo,
porém em diferentes profundidades de tempo que comparacgdes realizadas entre diferencas fixadas
em alelos oriundos de diferentes espécies (Kreitman, 2000).

O algoritmo FUBAR indicou que a maioria das substituicdes nucleotidicas encontradas em
MetE para ipeca parecem estar evoluindo sob selecdo negativa (50,90%), o que sugere gque a selecéo
esta operando a favor da conservacdo da estrutura e fungdo protéica. Portanto, ainda que elevada
variabilidade tenha sido encontrada entre clones de um mesmo individuo (analise de AMOVA), os
sitios associados & funcdo enzimética se mantiveram preservados, 0 que sugere uma alta
adaptabilidade desta enzima nas trés regies de ocorréncia da espécie. O alinhamento multiplo das
proteinas das diversas espécies também corrobora com a hipdtese de conservacdo da funcéao
enzimatica, uma vez que ha grandes motivos extremamente conservados e 0s principais residuos
associados a funcdo da enzima, de acordo com Ferrer et al. (2004), também sdo mantidos em todas
as espécies analisadas.

Em muitos organismos, a metade C-terminal da enzima metionina sintase € mais conservada
que a metade N-terminal, uma vez que a primeira abriga os sitios de ligacdo ao co-fator zinco e ao
substrato (Pejchal & Ludwig, 2005). E, interessantemente, a maioria das mutagdes ndo-sindénimas
encontradas no CDS de ipeca encontram-se na porcdo N-terminal (30 versus 19) e, ainda, 64,94%
das mutaces observadas no alinhamento interespecifico das proteinas também ocorreram nessa
porcdo da enzima, aumentando as evidéncias de conservacgdo da funcéo proteica.
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V) CONCLUSOES

A regido sequenciada de MetE abrangeu 3.890pb, sendo 2.298pb correspondentes a regido
codificante (composta por 11 exons) e 1.592pb a regido nédo codificante (composta por 10 introns e
uma parte da regiao 3’UTR). Nao ha evidéncias de alteracdes na organizacdo estrutural exon-intron.
Na regido codificante, apenas substituicdes nucleotidicas foram detectadas, sendo 48 sindnimas e 49
ndo sinbnimas. E, na regido ndo codificante, além de substituicGes, também foi observada a
presenca de indels.

Elevada diversidade haplotipica foi observada (0,992), apesar de uma diversidade
nucleotidica baixa (0,0899). Maior diversidade foi detectada nos introns em relacdo ao CDS e,
dentre as regides de ocorréncia da espécie, “América Central” foi a que apresentou maior
diversidade nucleotidica.

Apesar de observada uma distribuicdo simpatrica dos clones MetE de individuos de ipeca
através da rede de hapl6tipos e relacBes de ancestralidade comum das sequéncias dentro de cada
regido serem inferidas pela arvore filogenética bayesiana de CDS, as analises de AMOVA e Fst
indicam uma baixa estruturacdo em relacdo a formacdo de trés grupos geneticamente divergentes
por regido de ocorréncia, diferentemente do padrdo obtido para ITS e cpDNA em que alta
divergéncia genética é observada.

Valores negativos e significativos dos testes de neutralidade (D de Tajima e F de Fu e Li)
foram obtidos para MetE (regido “Amazonia” e exonll) e para ITS (“Mata Atlantica”e amostras
como um todo). Valores ndo significativos foram obtidos para cpDNA. As diferencas quanto aos
desvios da hipétese de evolucdo neutra e quanto as diversidades nucleotidicas e haplotipicas entre
os trés diferentes loci indicam que eventos demogréaficos ndo sdo a causa da variacdo observada e
que os trés loci estdo evoluindo independentemente e sob efeito de distintas forgas evolutivas.

Analises sitio-por-sitio da presenca de selecdo no locus MetE, mostraram nove sitios com
forte evidéncia de selecdo negativa (dN/dS <1) e quatro sitios com forte evidéncia de selecdo
positiva (dN/dS >1). De modo geral, as analises fornecem evidéncias para a presenca de selecéo
purificadora/negativa atuando sobre as coOpias génicas de MetE em ipeca, favorecendo a
conservacao da estrutura e funcionalidade proteica e sugerindo elevada adaptabilidade desta enzima
nas trés regides de ocorréncia da espécie.
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