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RESUMO

QUEIROZ, Camila de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2010. Variacdo intragendmica de rDNA em Carapichea ipecacuanha
(Rubiaceae): evolucdo em concerto incompleta e pseudogenes. Orientador:
Luiz Orlando de Oliveira. Co-orientadores: Karla Suemy Clemente Yotoko e Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

A investigacdo da variacdo intra-individual do cistron de rDNA ITS em
Carapichea ipecacuanha foi realizada a partir de sequenciamento direto de
fragmentos de PCR de 26 individuos e do seqienciamento de 240 clones,
representando outros 51 individuos. As estruturas secundarias das regiées 5.8S e
ITS2 apresentam as configuracbes tipicas presentes em angiospermas
respectivamente em 20 e 48 hapl6tipos encontrados. A comparagdo com 0S
motivos conservados em angiospermas e as estruturas secundarias obtidas para a
regido 5.8S, indicadores mais confiaveis da funcionalidade das sequiéncias em C.
ipecacuanha, permitiram a identificacdo de 13 pseudogenes entre os 26 haplotipos
de 5.8S encontrados. A andlise da estrutura secundéaria do ITS2 adicionou um
haplétipo ao conjunto de pseudogenes. A perda de funcionalidade em alguns
haplétipos deve ser mais antiga do que em outros em razdo do acumulo de maior

namero de substituicbes e da formacao de grupos de pseudogenes pertencentes a

populagdes distintas.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Camila de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February
2010. Intragenomic variability of rDNA in Carapichea ipecacuanha
(Rubiaceae): incompleted concerted evolution and pseudogenes. Adviser: Luiz
Orlando de Oliveira. Co-advisers: Karla Suemy Clemente Yotoko and Jorge Abdala
Dergam dos Santos.

The investigation of intra-individual variation of the rDNA cistron ITS in
Carapichea ipecacuanha was made from direct sequencing of 26 individuals and
from sequencing of 240 clones, representing another 51 individuals. The secondary
structures of 5.8S and ITS2 regions show the typical configurations present in
angiosperms respectively for 20 and 48 haplotypes. The comparison with the
conserved motifs in angiosperms and the secondary structures obtained for the 5.8S
region, the most reliable markers of functional sequences in C. ipecacuanha,
allowed the identification of 13 pseudogenes among 26 haplotypes of 5.8S. The
analysis of the secondary structure of ITS2 added one haplotype to the set of
pseudogenes. The loss of functionality in some haplotypes has occurred prior to the

others copies due to the accumulation of a larger number of substitutions and the

formation of groups of pseudogenes that belong to distinct populations.
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INTRODUCAO

A utilizacéo da regido ITS para estudo das relacdes entre géneros, espécies
e populacdes é recorrente na literatura. Formada pelos DNAs ribossomais (rDNAS)
18S, 5.8S e 28S e pelos espacadores internos ITS1 e ITS2 (figura 1), esta unidade
de transcricdo se repete no genoma de centena a milhares de vezes em tandem
(Long e Dawid, 1980) e é um dos componentes essenciais da regido organizadora

do nucléolo.

|:| /Il 18s ITS 1 5.85 ITS 2 285 /] |:|

Figura 1 — Organizacéo interna da regido ITS em eucariotos, com os rDNAs 18S, 5.8S e

28S e os espacgadores internos ITS1 e ITS2.

Uma caracteristica fundamental deste conjunto de rDNAs é a evolugdo em
concerto das diferentes copias, em que todas as repeticdes presentes no genoma
compartilham as mesmas substituicées (Alvarez e Wendel, 2003), de tal modo que
se pode assumir a igualdade entre elas. Embora a evolugdo em concerto seja
reconhecida, o nimero de trabalhos que indicam a existéncia de variagéo intra-
individual é crescente (por exemplo, Yang et al., 1999; Hughes et al., 2002; Ochieng
et al., 2007; Xu et al., 2009; Oliveira et al., 2010). Os polimorfismos encontrados em
um mesmo individuo podem ser decorrentes da localizagdo de conjuntos de rDNA
em cromossomos ndo homélogos, da hibridizacdo interespecifica ocorrida na
formacéo de polipléides ou quando a evolu¢cdo em concerto € mais lenta do que a
taxa de mutagdo, conforme resumido por Xu et al. (2009). Além disso, tem sido
observado que a heterogeneidade de cépias dentro de um mesmo genoma pode

incluir tanto cépias funcionais quanto nao funcionais (por exemplo, Buckler et al.,



1997; Yang et al., 1999; Hughes et al., 2002; Ochieng et al., 2007; Zheng et al.,
2008; Xu et al.,2009).

A rubiacea Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson [= Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes; Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.] é uma das
espécies para a qual j4 foi descrita a existéncia de variacdo intragendmica na
regido ITS (Oliveira et al., 2010). Conhecida popularmente por ipeca, esta espécie
tem ampla distribuicdo geogréafica, que inclui populacdes disjuntas na Floresta
Atlantica, Floresta Amazénica, Colédmbia e América Central (Oliveira et al., 2010). A
maior parte dos estudos com C. ipecacuanha esta concentrada nas propriedades
farmacologicas dos alcal6ides encontrados em suas raizes, principalmente a
emetina e a cefaelina. Seu uso na medicina tradicional iniciou com nativos
brasileiros bem antes da chegada dos colonizadores europeus (Veloso 1947), mas
o foco atual tem sido o estudo da emetina para uso no tratamento de cancer, uma
vez que sua capacidade de induzir a apoptose em linhagens de células humanas
cancerigenas ja foi reportada (Watanabe et al., 2002; Boon-Unge et al., 2007;
Moller et al., 2007).

A degradagdo das éareas de ocorréncia natural e a exploragdo de C.
ipecacuanha para fins terapéuticos tornam imprescindiveis os estudos que visam
acessar a variabilidade genética e a sua organizacdo dentro da distribuicdo
geogréfica. A partir de marcadores ISSR, Rossi et al. (2009) compararam a
diversidade genética entre as popula¢cdes de C. ipecacuanha da Floresta Atlantica e
da Floresta Amazonica e encontraram a maior porcentagem de polimorfismos nas
populagBes da Floresta Atlantica, indicando a existéncia de maior variabilidade
neste local. A andlise filogeogréfica para a espécie, baseada na regido ITS, revelou
a ocorréncia de 23 haplétipos nao compartilhados entre as areas de ocorréncia, dos
quais 20 estao distribuidos entre populacdes da Floresta Atlantica, organizados em

duas linhagens distintas (Oliveira et al., 2010).



Visto que andlises prévias da regido de ITS de C. ipecacuanha revelaram
gue a distribuicdo da diversidade genética é desigual entre as areas de ocorréncia
natural e que ha variagéo intra-individual em ITS, este estudo pretende investigar
mais detalhadamente esta variacdo, buscando responder as seguintes questdes:
(1) qual seria a estrutura secundaria tipica do rRNA 5.8S nesta espécie?; (2) qual
seria a conformagdo da estrutura secundaria do RNA de ITS2?; (3) seria possivel
diferenciar as cépias funcionais das copias nado-funcionais (pseudogenes) a partir
de pelo menos uma dessas regides?; (4) e, se identficados, como estes
pseudogenes estariam distribuidos entre os haplétipos amostrados?; (5) finalmente,

quais fatores poderiam estar relacionados & manutencdo das diferentes copias

desta regido no genoma?



MATERIAL E METODOS

Amostras:

Este trabalho utilizou 51 seqiiéncias da regido ITS depositadas no GenBank
(GU361045-GU361109) e que foram obtidas de 17 individuos seqlienciados
diretamente e 10 individuos clonados (Oliveira et al. 2010). No entanto, parte das
sequéncias de sequenciamento direto n&o continha a regido ITS1-5.8S-ITS2
completa. Para estes individuos, a amplificacdo e o sequenciamento foram refeitos
para completar as bases que ndo estavam presentes nas sequiéncias depositadas
no GenBank. O presente estudo adicionou sequéncias de outros 50 individuos,
totalizando assim 77 individuos. A tabela 1 lista as popula¢des selecionadas e suas
localizag¢es, a distribuicdo dos individuos por populagdo e por area de ocorréncia e
o numero de individuos com sequéncias obtidas por seqlienciamento direto ou por
clonagem.

Para obtencdo das seqiiéncias da regido ITS, foram usadas amostras de
DNA de C. ipecacuanha previamente extraidas e conservadas em TE 0,1 mM a -
20°C, pertencentes ao banco de DNA mantido pelo Laboratério de Biologia
Molecular e Filogeografia (BIOAGRO — Universidade Federal de Vicosa — Vigosa,
Minas Gerais, Brasil). Os individuos escolhidos sé@o representativos das populagdes
em toda a distribuicdo geografica da espécie. Conforme ja exposto, as populagbes
da Floresta Atlantica apresentam maior variabilidade e, por isso, foram amostradas

em maior quantidade.



Tabela 1 — Populacbes amostradas, incluindo as abreviagBes adotadas, numero de

individuos usados por populagéo e localizacao.

Amostras
Populacies Oliveira et al. Este Coordenadas
bulag (2010) estudo

sp?/cL® SD¥CL® Latitude Longitude

Floresta Atlantica

Faria Lemos (FRL) 0/0 0/2 20°48'41" 42°01'49"
Ponte Nova (PTN) 0/0 0/1 20°25'26" 42°53'42"
Dores de Guanhées (DOG) 0/1 0/1 19°02'17" 42°57'27"
Guaraciaba (GUA) 2/0 0/3 20°34'14" 43°00'28"
Raposo (RAP) 0/2 1/10 21°06'40" 42°05'43"
Trilha Lagoa do Meio (TLM) 0/1 0/3 19°38'34" 42°30'56"
Trilha do Vinhético (TVI) 1/0 0/0 19°45'44" 42°28'56"
Trilha Central (TCE) 1/0 2/1 19°33'44" 42°37'57"
Visconde do Rio Branco (VRB) 0/3 6/6 21°00'37" 42°50'26"
subtotal a/7 9/27

Floresta Amazdnica

Colorado (COL) 1/0 0/3 11°14'55" 64°24'37"
Exu (EXU) 0/0 0/1 15°40'41" 57°32'03"
Figueirdpolis (FIG) 2/0 0/1 15°26'37" 58°47'47"
Lambari D'oeste (LAM) 0/1 0/1 15°19'27" 58°00'10"
Mozart (MOZ) 1/0 0/0 15°04'57" 57°58'00"
Prata (PRA) 1/0 0/0 15°30'26" 58°01'50"
Soroteca (SOR) 2/0 0/0 15°31'34" 58°00'42"
Vila Bela Santissima Trindade (VBS) 1/0 0/1 15°00'29" 59°57'02"
Abaitard (ABR) 1/0 0/0 11°44'21" 61°31'36"
Sitio Jesus (JES) 1/0 0/0 11°31'29" 61°33'51"
Rio Vermelho (RVE) 1/0 0/2 15°17'38" 57°51'43"
Tangara da Serra (TAN) 0/1 0/3 14°04'38" 57°03'45"

subtotal 11/2 0/12

Ameérica Central

Panama (BCI) 2/1 0/2 79°50'39" 9°9'38"
subtotal 2/1 0/2
Total 17/10 9/41

48D - individuos dos quais foram obtidas seqiiéncias por meio de seqiienciamento direto

®CL - individuos dos guais foram obtidas seqiiéncias por meio de clonagem



Amplificag&o, clonagem e sequienciamento:

A amplificacdo de parte do cistron de DNA ribossomal 18S-5.8S-28S,
incluindo seus espacadores internos, foi realizada com o auxilio dos primers ITS4
(5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) e ITS5 (5° GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
3’) de White et al. (1990). Cada reacao foi preparada em um volume total de 25 pl,
contendo tampao na concentragdo 1X, 1,5 mM de MgCl,, &gua, DMSO a 5%, 0,8
mM de deoxinucleotideos (dNTP), 0,5 uM de cada primer, 1,25 unidades de Taq
DNA polimerase (Phoneutria) e aproximadamente 60 ng de DNA. As reagdes foram
conduzidas em termociclador Mastercycler (Eppendorf), com uma etapa inicial de 4
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C e mais 1
minuto a 72°C, além de uma etapa final de 72°C por 5 minutos.

O volume de 5 pl de cada produto de amplificacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio para verificagéo
da amplificagdo do fragmento de interesse. As imagens foram capturadas sob
transiluminacdo no equipamento LePIX (Loccus Biotecnologia).

As reagdes que apresentaram fragmentos de DNA com o tamanho esperado
foram purificadas com a enzima ExoSAP IT (USB), na proporcao de 9 ul de reagéo
para 3 yl da enzima, também conduzida no termociclador Mastercycler (Eppendorf),
em duas fases de 15 minutos: a primeira a 37°C e a segunda a 80°C. Para
comprovar a eficicia da purificacdo, 1 ul do material também foi verificado em gel
de agarose 0,8% e a captura da imagem realizada sob transiluminacéo.

Amostras das reacdes obtidas com a regido de ITS foram enviadas para
sequenciamento (Macrogen, Coréia). Os cromatogramas foram inspecionados
visualmente no programa Sequencher 4.8 (Gene Codes) para investigar a presenca
de picos duplos, indicativo da amplificacdo de dois ou mais fragmentos distintos
durante a reacdo em cadeia da polimerase e, portanto, da existéncia de variacdo
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intragendmica. Entre os 50 individuos adicionais investigados, 36 apresentaram
picos duplos em ambas as fitas complementares e foram entdo submetidos a
clonagem. Também 5 individuos que ndo mostraram cromatogramas com picos
duplos foram selecionados aleatoriamente e clonados, visando confirmar a
auséncia de variagdo intragenémica.

Assim, para 41 individuos, o fragmento amplificado foi inserido em vetor
pPpGEM-T Easy (Promega) e este vetor foi utilizado para a transformagéo das cepas
de Escherichia coli DH5a através de choque térmico a 42°C. Apés a selecéo das
colénias transformadas por marcagcdo branco/azul com X-gal, foi realizada a
extracdo de DNA plasmidial com o kit de purificagdo da Promega. Para cada
individuo foram escolhidos de 1 a 6 clones que foram enviados para
sequienciamento (Macrogen, Coréia).

Todos os cromatogramas foram inspecionados visualmente no Sequencher

4.8 (Gene Codes) e as corregdes necessarias foram feitas manualmente.

Alinhamento, delimitag&o das regides e haplétipos:

As 26 sequéncias obtidas pelo sequenciamento direto e as 240 do
sequienciamento de clones foram alinhadas em conjunto no Sequencher 4.8 (Gene
Codes). As analises para delimitar as regides ITS1, 5.8S e ITS2 foram conduzidas
por comparagdo com dados presentes em 3 bancos de dados: “Rfam” (Gardner et
al.,, 2008), “The European Ribosomal Database” (Wuyts et al., 2004) e “The ITS2
database” (Selig et al., 2008). As sequéncias foram podadas para remover as
sequéncias de RNA 18S e 28S adjacentes, de forma que a sequéncia resultante
inicia-se na primeira base do ITS1 e termina na ultima base do ITS2, contendo

exclusivamente o segmento ITS1-5.8S-ITS2.



O programa DnaSP 5.10 (Librado e Rozas, 2009) foi utilizado para
determinacdo dos haplétipos presente entre as 266 sequéncias, da diversidade
haplotipica e da diversidade nucleotidica. A rede formada por esses haplétipos foi
estimada no Network 4.5.1.6 (http://www.fluxus-technology.com) com a opcao de
“Median joining” (Bandelt et al., 1999).

A maioria dos polimorfismos encontrados ndo parece refletir erros da Taq
polimerase durante as reagbes de amplificacdo, pois ou eles foram compartilhados
entre diferentes clones de um mesmo individuo ou entre individuos diferentes.

No entanto, substituicbes singulares foram observadas em 47 dos 240
clones. Cada uma destas substituicdes representava a Unica modificacdo da
sequéncia em relacdo ao haplétipo central mais proximo. Ainda, estas substituicdes
estavam distribuidas aleatoriamente ao longo do segmento ITS1-5.8S-ITS2: sendo
gue 19 estavam presentes em ITS1, 13 em 5.8S e 15 em ITS2. Considerando a
menor restricdo funcional de ITS1 e ITS2, o esperado seria que estas duas regides
acumulassem maior numero de mutagbes do que 5.8S. Estas substituicoes
singulares foram consideradas erros da Taq polimerase que ocorreram durante a
amplificacdo destas 47 sequéncias e que foram revelados por meio da clonagem.
Por isto, estas muta¢Bes foram revertidas para a seqiiéncia consenso.

O conjunto total de sequéncias com a regido ITS completa foi subdividido
em trés bancos de dados distintos: o primeiro contendo somente a regido ITS1, o
segundo contendo apenas o0 5.8S e o terceiro contendo somente o ITS2. As
andlises subsequentes foram conduzidas em cada um dos trés bancos de dados de

forma independente.



Andlise da regido 5.8S:

A estrutura secundaria e a energia livre (AG) do 5.8S em C. ipecacuanha
foram estabelecidas na versdo online do programa Mfold 3.2 - RNAfolding
(Mathews et al., 1999; Zuker, 2003) com as opc¢des padrdo de temperatura (37°C) e
de condi¢cbes ibnicas. Ainda, foram feitas restricbes de pareamento e néo
pareamento de acordo com a estrutura secundaria conservada de 5.8S em
eucariotos (F 46 106 3; F5061 3; F 7097 3; F1111193;P1045;P6307; P 73
0 22; P 144 0 18). As estruturas secundarias obtidas para os diferentes haplétipos
foram alinhadas com auxilio do 4SALE (Seibel et al., 2008) e editadas para
impressdo no XRNA 2.0 beta (http://rna.ucsc.edu/rnacenter/xrna/xrna.html).

Por meio do aplicativo MEGA4 (Tamura et al., 2007), os haplétipos da regido
5.8S foram alinhadas com os trés motivos conservados em angiospermas indicados
por Harpke e Peterson (2008a) e foi calculado o contetdo CG.

Utilizamos dois critérios para diferenciar copias funcionais de ndo-funcionais
de 5.8s em C. Ipecacuanha. A formacao da estrutura secundaria com as cinco
hélices conservadas para eucariotos foi considerada indicativo de funcionalidade.
Os haplotipos que apresentaram estrutura aberrante em uma ou mais hélices de
5.8S foram tidos como copias ndo funcionais e denominados pseudogenes. Ainda,
foram indicados como supostos pseudogenes os hapl6tipos que contivessem uma
ou mais substituicbes dentro de pelo menos um dos motivos conservados

analisados.



Andlise da regiao ITS2:

Para a determinacgédo da estrutura secundéria e energia livre (AG) do ITS2 foi
usada a predicdo online no “The ITS2 database” (Selig et al., 2008) com base no
modelo existente para Psychotria ipecacuanha (Gl 4454748). O alinhamento dessa
regido no MEGA4 (Tamura et al., 2007) foi feito para a medi¢do do contetdo CG.
Ja o alinhamento das estruturas secundarias foi feito no 4SALE (Seibel et al., 2008)
e a estruturas foram editadas para impressdo no XRNA 2.0 beta
(http://rna.ucsc.edu/rnacenter/xrna/xrna.html). A presenca de estrutura secundaria

aberrante foi definida como parametro para a inferéncia da nao funcionalidade.

Andlise da regido ITS1:

A predicdo da estrutura secundaria da regido ITS1 para as seqliéncias

obtidas neste estudo ndo foi feita porque ainda ndo ha um consenso sobre a

estrutura secundaria tipica em angiospermas (Harpke e Peterson, 2006). Por isso,

esta regido néo foi usada para a deteccéo de pseudogenes.
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RESULTADOS

Caracterizacdo da regido ITS:

O sequenciamento da regido compreendida entre os primers ITS4 e ITS5
resultou num fragmento de aproximadamente 700 pb, contendo a parte final do 18S
rDNA, o conjunto completo ITS1-5.8S-ITS2 e a parte inicial do 28S rDNA.

A andlise preliminar dos cromatogramas do seqiienciamento direto da regido
ITS mostrou a existéncia de variacdo intragenbmica em 46 dos 77 individuos
avaliados, nos quais foram identificados picos duplos no cromatograma de ambas
as fitas complementares, o que indica a sobreposicdo de dois ou mais fragmentos
distintos na reacdo de sequenciamento. Foram usadas 266 seqiéncias no total, 26
a partir do sequenciamento direto e 240 do sequienciamento de clones. Entre estas
266 seqliéncias, 172 sequéncias sdo de individuos da Floresta Atlantica, 78 da
Floresta Amazoénica e 16 do Panama.

Apbs a delimitacao da regido ITS1-5.8S-ITS2, foram obtidas 28 sequiéncias
de 581pb e 238 de 582bp. A variacdo de tamanho encontrada é devido a presenca
de indels de 1pb Unicos em cada seqiiéncia, nas posi¢des 31, 70, 147, 169, 377,
455, 511, 550, 557, 568 e 575 do alinhamento final. A regido ITS1 inicia na 12 base
do alinhamento e se estende até a 1962, variando entre 195 e 196pb; o 5.8S
comeca na 1972 e termina na 3572 base do alinhamento, com tamanho fixo de
161bp; e 0 ITS2 inicia na 3582 base alinhada e termina na 5822 com tamanho entre
224 e 225bp. Foram identificados 185 sitios variaveis entre os 582 sitios alinhados,

dos quais 70 estdo no ITS1, 41 n0o 5.8S e 74 no ITS2.
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Identificacdo de pseudogenes no 5.8S rDNA:

Os 41 sitios variaveis identificados no alinhamento da regido 5.8S
permitiram a distingdo de 26 hapl6tipos de 5.8s entre as 266 sequéncias (figura 2),
com diversidade haplotipica de 0,2197. O hapl6tipo H1 agrupou o maior nimero de
sequéncias (236) e, por isso, foi adotado como haplétipo de referéncia. Os demais
haplétipos reuniram entre uma e duas sequéncias. Em relacdo a H1, os haplétipos

apresentaram entre uma e sete substituices, com média de 2,26.

Haplétipo  00000000000000000000000001111111111111111  Ndmero de
00011113444455556666778890001111112234445  seqliéncias
26901380023602570159380701380246891352580

H% AGTCTGCCGTGGGAGAGCAGTTCCTGTACCATGCCCGGCCG 2
H e
H3 e C..A..T..... Teeiiiaiannn
H4 e
HS e P C...
H6 e (O
H7 AL LALLALLAL L T...... C.T..
H8 I
L L
HIO Gevinnnnnnn
H11 e e
H12 e Ao, A..T..... T.o..... A.A...
HI3 Coviiiiiiennn
H14 ... Teoeiinan, A..T..... Teoiiiiian,
1 T
H16 ..., Ao..... T
H17 G..... Coi i e
HLI8 Covinnnnns
H19 I
H20 I T..... T.
H21 . C....... IR T
H22 Covnnii e
H23 e CA....A..... Ao i,
H24 e A....A..... A..T...A... ...
H25 .. IR Y
H26 R

o

RPRRPRERRENRRPENRRERPRRRRENNRRRRNW

Figura 2 — Alinhamento dos 41 sitios variaveis do rDNA 5.8S que definem os 26 haplétipos
em C. ipecacuanha. Cada fragmento contém 161 bases. Os numeros acima do alinhamento
representam a posicdo do sitio variavel no alinhamento e os pontos indicam similaridade

com o haplotipo H1.
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A estrutura secundaria padrdo de 5.8S, com a formacéo das cinco hélices
conservadas, esta presente em 20 dos 26 haplétipos avaliados (76,92%) de C.
ipecacuanha (figura 3). No entanto, seis haplétipos (H3, H5, H7, H12, H23 E H24)
apresentam substituicbes ndo compensadas que provavelmente impedem a
formacdo de pelo menos uma das hélices (figura 4A a F). Consequentemente, a
manutencdo da estrutura secunddaria requer pareamentos energicamente
desfavoraveis (por exemplo, entre duas guaninas) e tais cépias apresentam
energias livre (AG) diferente do comum encontrado para o 5.8S de C. ipecacuanha
(-13,70 kcal/mol), com variacdo entre -0,10 e -14,60 kcal/mol. Deste modo, estes
seis haplétipos com formacdo inadequada das hélices foram considerados

portadores de cépias ndo funcionais de 5.8S.

AGA
cC Ay
U c
U C
A s-
A G
GU Gu
G_ A
(_1;1 CCA y
GG, A AYU
L, ) B8 Bsd A
5 c )
A G 60
‘i é AA‘“'C?
B5,.G. U B7,g,, 6 G G
C U Ug A
6N ca-Ypy A-ug-e
U « G — U & G C~ G
A u- A, UGAACG C
A/:\ GA ARG “6- CGA
GC AUGCUU GGCGU
cG~CYGA CaCu
uYsGLaY,C UcaGc
A~ AG,CPcU A~%C
UGGAA
C A
U™a
5'

Figura 3 — Estrutura secundaria tipica do 5.8S em C. ipecacuanha, correspondente ao
haplétipo H1. Numeracao das hélices conservadas de B4 a B8 de acordo com Wuyts et al.

(2001).
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Figura 4 — Estruturas de 5.8S em C. ipecacuanha com formacao defeituosa das hélices. A —
H3; B — H5; C — H7; D — H12; E — H23; e F — H24. Numeracao das hélices conservadas de
B4 a B8 de acordo com Wuyts et al. (2001). As setas mostram as hélices com formacao

defeituosa ou inexistente em relagdo a estrutura tipica.
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O alinhamento da regido 5.8S identificou substituicbes nos motivos
conservados para angiospermas em 12 haplotipos (H3, H4, H5, H6, H7, H11, H12,
H14, H16, H17, H21 E H23), incluindo cinco (H3, H5, H7, H12 e H23) dos seis
haplétipos que haviam apresentado modificacdes na estrutura secundaria (figura 5).
Os sete haplétipos adicionais (H4, H6, H11, H16, H17 e H21), com estrutura
secundaria estavel, mas com substituicdbes dentro dos motivos conservados,

também foram considerados supostos pseudogenes.

Motivos conservados

[ 1 10 2 1 [ 3 ]
Haplétipos CGATGAAGAACGTAGC GAATTGCAGAATCC TTTGAAYGCA
H1,H2,H8,H9,H10,
H13,H15,H18,H19,
H20,H22 ,H25 ,H26 oottt it i et eeee e eeaaene aaeans C...
H3% e e 8 T...
HA® e e T ooo... C...
H5* ... 8 C...
H6™ e T C...
H7* ce A e e e e e eaaa C.T.
HLL® e e ....G.C...
H12* ... Acvv vvnnn, 8 T...
HI4% e e N T...
H16%* A e e e e C...
HI7% e T C...
H21* N C...
H23* e Cor ittt et e C...
H24 e e e T...

Figura 5 - Alinhamento dos haplétipos de 5.8S em C. ipecacuanha com os sitios
conservados descritos por Jobes e Thien (1997) e Harpke e Peterson (2008a), onde * indica

0s haplotipos com substituicdes dentro destes sitios.

No total, foram encontrados 13 haplétipos contendo cépias potencialmente
nao funcionais de 5.8S: H3, H4, H5, H6, H7, H11, H12, H14, H16, H17, H21, H23 e
H24. Os parametros avaliados de estrutura secundaria e motivos conservados para
0 5.8S estdo resumidos na tabela 2. Os haplétipos de pseudogenes tém maior
namero de sitios variaveis e maior diversidade nucleotidica quando comparados

aos haplotipos considerados funcionais(tabela 3).
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Tabela 2 — Comparacao dos parametros avaliados para o0 5.8S de C. ipecacuanha entre as

cépias identificadas como pseudogenes e as copias funcionais.

Energia livre Motivos  Contetdo Estrutura

Haplctipos AG (kcal/mol) conservados® CG(%) secundaria® Pseudogene
H1 -13,70 XXX 51,60 XXXXX F
H2 -13,70 XXX 52,20 XXXXX F
H3 -10,70 X-X 49,70 X-XXX \V
H4 -13,70 X-X 51,00 XXXXX \V
H5 -14,30 -XX 50,90 -XX-- VI
H6 -13,40 X-X 52,80 XXXXX U}
H7 -4,20 -X- 47,90 XXXX- \j
H8 -8,90 XXX 51,00 XXXXX F
H9 -11,00 XXX 51,00 XXXXX F
H10 -13,70 XXX 52,20 XXXXX F
H11 -13,70 XX- 52,20 XXXXX \Uj
H12 -0,10 --X 47,80 X-XX- \j
H13 -13,60 XXX 52,20 XXXXX F
H14 -13,30 X-X 49,00 XXXXX \V
H15 -13,70 XXX 50,90 XXXXX F
H16 -13,70 -XX 51,60 XXXXX \j
H17 -13,70 X-X 52,80 XXXXX U}
H18 -13,70 XXX 52,80 XXXXX F
H19 -13,70 XXX 52,80 XXXXX F
H20 -12,30 XXX 49,00 XXXXX F
H21 -8,90 -XX 51,60 XXXXX \j
H22 -13,70 XXX 50,30 XXXXX F
H23 -14,60 -XX 50,30 X-XXX U}
H24 -14,30 XXX 48,50 XXX-X VI
H25 -13,70 XXX 50,90 XXXXX F
H26 -13,70 XXX 52,20 XXXXX F

® Presenca (x) ou auséncia (-) dos motivos 1, 2 e 3, respectivamente (Harpke e Peterson,
2008a)

b Formacdo correta (x) ou incorreta (-) das hélices B4,B5, B6, B7 E B8 respectivamente
(numeragdo de acordo com Wuyts et al., 2001)

“Haplétipos considerados pseudogenes (y) ou funcionais (F)

Tabela 3 — Diversidade nucleotidica de 5.8S entre os haplotipos considerados

pseudogenes e os haplétipos funcionais de C. ipecacuanha.

Numero médio

- NUmero de . Diversidade
Hapldtipos ” o de diferencgas s
sitios varidveis nucleotidica
par a par
Pseudogenes 27 4,808 0,0299
Funcionais 21 3,846 0,0239
Todos 41 4,292 0,0267
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A analise da relacdo entre a energia livre e o conteldo CG de 5.8S
entre copias funcionais e pseudogenes estd mostrado na Figura 6. Os
pseudogenes H7 e H12 apresentam as carateristicas tipicas de cépias de

ITS com perda de fungéo: reduzido conteido CG e energia livre aumentada.

OFuncionais |40
# Pseudogenes
H1&, H15 |
H17 [##HE 35,0
H11#{H2, H10, H13, H2E6
al 1520 —~
H16 [#1H1 HZ1# E
Ha
Ho# [MH15,H2s LIHE  [IHE 1510 3
Haae [JHZ2 =
150,0 ‘5
Hiw =
o
Hide [IH20 lagg O
H24 %
48,0
HY # H1Z#
T T T T T T T T T -4?II:I

-18,00 -16,00 -14,00 -12,00 -10,00 -8,00 -600 -400 -2,00 0,00
AG inicial (kcal/mol)

Figura 6 — Relagcdo entre a energia livre e o conteldo CG calculados para as cépias

funcionais e os pseudogenes de 5.8S em C. ipecacuanha.

A relacado entre os 26 haplotipos encontrados para o 5.8S esta demonstrada
na figura 7. Claramente, pode-se notar a organizacdo de alguns pseudogenes em
linhagens bem definidas, sendo uma delas formada por H6, H16 e H17 e outra por
H3, H12, H14, H23 e H24. Entre os 77 individuos, 18 contém variagcdo intra-
individual de 5.8S, dos quais 9 contém de uma a trés copias de pseudogenes, todos

pertencentes a populagdes da Floresta Atlantica (figura 8).
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H24

H14

O Funcional

. Pseudogene

H13 H11

H5

O
H20
H12

H7

Figura 7 — Rede de haplotipos para a regido 5.8S em C. ipecacuanha. Cada circulo

representa um haplotipo e seu tamanho estd diretamente relacionado a quantidade de

sequéncias agrupadas nele.

\

S < \
@ | v o
i
O Funcional @

. Pseudogene

Figura 8 - Distribuicdo dos haplétipos de 5.8S entre os individuos das populacbes de C.

ipecacuanha e nas areas de ocorréncia da espécie. A abreviacdo do nome de cada

populacdo segue a tabela 1.
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Identificacdo de pseudogenes no ITS2:

As 266 sequéncias foram distribuidas em 51 haplétipos de ITS2, com
diversidade haplotipica de 0,8593 (figura 9). A analise de estrutura secundaria
recuperou a estrutura conservada em 48 dos 51 haplétipos tipos de ITS2. A
estrutura padrdo de ITS2 para C. ipecacuanha inclui as quatro hélices
convencionais, com um desencontro de pirimidinas (C-U) na base da hélice IlI, a
hélice 11l tipicamente maior do que a Il e a sequéncia conservada 5NRUGGUS3’ no
lado 5’ da hélice lll, entre as bases 122 e 127 do alinhamento (figura 10A). Este
motivo conservado esta presente na forma 5GGUGGU3’ em 100% das sequéncias
avaliadas. As hélices | e IV apresentaram o maior nimero de substituicbes entre os
haplétipos, enquanto a hélice Il foi a mais conservada. Apesar de a estrutura
secundaria ser a mesma em 48 haplétipos, a energia livre para sua formacao variou
entre -44,6 e -71,9 kcal/mol (média -62,40 kcal/mol) e o contelldo CG entre 59,2 e
62,5% (média 60%).

Os outros trés haplétipos de ITS2, presentes nas sequéncias
correspondentes aos haplétipos de 5.8S H3, H7 e H20, contém modificacbes nado
compensadas ou até dele¢cBes que alteram a formacao correta dos grampos nas
hélices (figura 10B a D) e podem ser denominados pseudogenes. Estas seqiéncias
apresentam energia livre menor do que a média encontrada para ITS2 em C.
ipecacuanha, porém o conteudo CG esta proximo a média (tabela 4).
Coincidentemente, os hapl6tipos H3 e H7 foram considerados pseudogenes de
5.8S, enquanto H20 ndo é diferenciado como tal nas andlises adotadas para o

5.8S.
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Figura 9 — Alinhamento dos 74 sitios variaveis de ITS2 que definem 51 haplétipos em C.

ipecacuanha. Cada fragmento contém 225 bases. Os nimeros acima do alinhamento

representam a posi¢do do sitio variavel no alinhamento e os pontos indicam similaridade

com o haplétipo 1.
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Figura 10 — Estrutura secundaria do ITS2 em C. ipecacuanha
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. A — Estrutura padréao,

demonstrada com haplétipo 1; B a D — estruturas defeituosas. B — haplétipo 6,

correspondente ao haplétipo de 5.8S H3, C — haplétipo 14, correspondente ao haplétipo de

5.8S H7 e D — haplétipo 40, correspondente ao haplétipo de 5.8S H20. A seta em A indica o

nao-pareamento entre duas pirimidinas na hélice Il e a chave, a sequéncia conservada

NRUGGU na hélice Ill. Em B a D os pontos ressaltam as substituices ndo compensadas e

+ as delecdes. Hélices numeradas conforme Coleman (2007).

21



Tabela 4 - Comparacdo da energia livre, conteido CG e estrutura secundéaria do ITS2

padréo de C. ipecacuanha com os haplétipos de estrutura andmala.

Energia

livre AG Conteudo Estrutura
Hapldtipo (kcal/mol) CG (%) secundaria®
ITS2 padrdo -62,40° 60,00° XXXX
6 (equivalente a H3 de 5.8S) -54,30 59,90 -X--
14 (equivalente a H7 de 5.8S) -€ 55,10 -
40 (equivalente a H20 de 5.8S) -45,80 59,80 -X--

®Média entre os valores obtidos para os 48 haplétipos de ITS2 com
estrutura conservada.

®Hélices I, I, Il e IV sem substituicdes (x) ou com modificacGes ndo
compensadas ou dele¢des (-) (numeragdo de acordo com Coleman, 2007).
“N3o foi possivel calcular devido a ndo correspondéncia com os modelos.
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DISCUSSAO

Estrutura secundaria e identificacdo de pseudogenes do 5.8S em C.

ipecacuanha:

Detectada a variacdo intragenémica, torna-se necessaria a diferenciacao
entre as coépias funcionais e as nao funcionais (pseudogenes). Os pseudogenes
distribuidos pelo genoma podem evolur em taxas diferentes ou até
independentemente de seus correspondentes funcionais. Isto torna a inferéncia
filogenética e outros tipos de analises baseadas na hipétese de ortologia de
sequiéncias ainda mais complexa. Sao muitos os parametros propostos na literatura
para a identificacdo de pseudogenes entre as copias de ITS: padrao de substituicdo
nucleotidica, variacdo de tamanho, formacdo da estrutura secundaria e
substituicdes induzidas por metilagdo (compilados em Bailey et al., 2003).

A estrutura secundaria geral de 5.8S é bastante conservada ndo so6 entre as
angiospermas, como entre todos os eucariotos, jA que ela é necesséria para o
funcionamento correto do ribossomo (Suh et al., 1992). A variagdo da energia livre
observada na formacéo da estrutura secundéaria padrédo pode ser explicada pelo
fato destes haplotipos possuirem sequéncias distintas de 5.8S, pois mesmo que as
hélices apresentem a mesma configuracdo, a sua construgdo depende de
pareamentos com diferentes conteddos energéticos.

Em geral, a energia livre estimada para C. ipecacuanha € mais alta do que a
determinada para outras espécies. Por exemplo, Harpke e Peterson (2008b)
estimaram o valor de -21,40 kcal/mol para as coépias funcionais de Mammillaria
mazatlanensis e M. senilis e Ochieng et al. 2007, -26,44 kcal/mol para Corymbia
intermedia e -32,62 kcal/mol para C. eximia. No entanto, a predicéo da energia livre

para a estrutura secundaria esta sujeita aos ajustes feitos durante a submissdo da
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seqliéncia para dobramento, como a insercdo de limitacdes para pareamentos
usadas neste trabalho, o que limita a comparacdo entre resultados (Harpke e
Peterson, 2008b). A comparacao dos valores obtidos de energia livie com os de
outras espécies mais proximas a C. ipecacuanha ndo foi possivel jA que, pelo
nosso conhecimento, tais dados ndo estdo disponiveis na literatura.

Devido as restricbes funcionais da regido 5.8S, os seis haplétipos com
substituicdes criticas para o dobramento correto das hélices foram identificados
como supostos pseudogenes. Estruturas secundarias incorretas de 5.8S ja foram
relatadas em outros organismaos, como em Mammillaria (Harpke e Peterson, 2008b)
e em Corymbia (Ochieng et al., 2007), e também foram consideradas indicativas de
perda da funcionalidade. Entre estes seis hapl6tipos, cinco contém no minimo
quatro substituicdes, enquanto o haplétipo H5 possui apenas duas substituicbes em
toda regido 5.8S, demonstrando que poucas modifica¢des j& sdo suficientes para
desarranjar a formagé&o correta da estrutura secundaria.

A comparacdo da regido 5.8S entre os haplotipos e os trés motivos
conservados em angiospermas (Jobes e Thien, 1997; Harpke e Peterson, 2008a)
mostrou substituicdes criticas em 12 haplétipos (figura 5 e tabela 2). Entre estes,
somente cinco haplétipos apresentaram formacao instavel da estrutura secundaria,
demonstrando que uma porcentagem muito menor de seqtiéncias do que a prevista
por Harpke e Peterson (2008a) perde a capacidade de formar a estrutura
secundaria adequada quando ndo possuem um ou mais motivos conservados.

A tendéncia dos pseudogenes em geral é possuir menor conteudo CG,
resultado de transicbes G—A e C—T (Grimm e Denk, 2007). Contudo, alguns dos
pseudogenes de 5.8S de C. ipecacuanha tém conteudo CG equivalente ou até
maior que algumas copias funcionais de 5.8S. O mesmo ja foi observado para
algumas espécies de Mammillaria (Harpke e Peterson, 2008b), demonstrando que
0 padréo de composi¢cdo nucleotidica nem sempre € correlacionado a limitacdo
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funcional (Bailey et al., 2003) e, por isso, ndo deve ser o Unico parametro de

diferenciacdo entre pseudogenes e copias funcionais.

Estrutura secundaria e identificacdo de pseudogenes de ITS2 em C.

ipecacuanha:

A presséao funcional sobre os espacadores internos ITS1 e ITS2 é menor do
gue sobre o 5.8S, embora a maturacdo dos rRNAs e, conseqlentemente, a
formacdo do ribossomo dependam da estrutura secundaria dos espagadores
internos do rRNA (Mai e Coleman, 1997). Deste modo, ha predominio de sitios de
nucleotideos que evoluem de modo essencialmente neutro (Alvarez e Wendel,
2003). Neste caso, as bases que compde os pareamentos das hélices sdo objeto
de selecdo para substituicbes compensadas que mantenham este pareamento
(Alvarez e Wendel, 2003) e, assim, mesmo existindo grandes variacdes de ITS2
entre os haplétipos amostrados para C. ipecacuanha poucos deles apresentam
variagdes na estrutura secundaria padrao. Isto também pode explicar o fato de
alguns haplétipos identificados pseudogenes para o 5.8S ainda manterem uma
estrutura funcional de ITS2.

O haplétipo de 5.8S H20 contém cinco substituicdes ndo compensadas e
uma delecdo na regido ITS2 responsaveis por alteracdes no pareamento para
formacdo das hélices. A sua qualificacdo como pseudogene de 5.8S ndo foi
possivel com as andlises utilizadas, mas € notavel seu comportamento semelhante
a outros pseudogenes de 5.8S em C. ipecacuanha, com reduzido contetdo CG e

maior energia livre (figura 6).
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Implicagbes da distribuicAo de pseudogenes entre o0s haplotipos

amostrados:

As sequiéncias de pseudogenes divergem progressivamente das sequéncias
funcionais. Isto ocorre porque, ao escapar das pressodes seletivas, elas ficam livres
para acumular mutacoes independentemente das suas contrapartes funcionais. Em
C. ipecacuanha a andlise de diversidade nucleotidica (tabela 3) e a disposi¢cdo dos
haplétipos na rede para o 5.8S (figura 7) corroboram esta afirmacdo. A maioria dos
haplétipos de pseudogenes esta distante por duas ou mais substituicdes do
haplétipo de referéncia H1, enquanto todos os hapl6tipos funcionais diferem de H1
por apenas uma modificagdo. Ainda, os haplotipos portadores de coépias néo
funcionais de 5.8S possuem maior diversidade nucleotidica quando comparados
aos haplétipos funcionais.

A quantidade de substituicbes nucleotidicas acumuladas por um
pseudogene € proporcional ao tempo que tiver passado apés o escape da limitagdo
funcional. E esperado que os pseudogenes mais recentes apresentem maiores
similaridades com as copias funcionais do que os pseudogenes mais antigos
(Echols et al., 2002). Assim, H7 e H12 devem representar os pseudogenes de 5.8S
mais antigos entre todos os amostrados, enquanto H11 e H21, por exemplo, devem
ter origem bem recente e, portanto ainda sdo mais semelhantes a H1. Cabe
ressaltar que os pseudogenes de origem mais recente, ha maior parte dos casos,
sdo justamente aqueles identificados pela comparagdo com o0S motivos
conservados, indicando a tendéncia destes haplotipos, em um futuro préximo,
acumular mutacdes adicionais e perder a formacdo adequada da estrutura
secundéria.

Alguns dos pseudogenes estdo intimamente relacionados na rede de

haplétipos para 5.8S, mesmo pertencendo a individuos de populagdes diferentes
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(figuras 7 e 8), como é o caso dos haplétipos H6, H16 e H17 (populacdes TLM e
FRL), os haplétipos H3, H12, H14, H23 e H24 (popula¢des DOG, RAP e VRB) e o
haplétipo H7 (compartilhado pelas populacbes GUA e RAP). Dentro destes
agrupamentos, estdo ainda mais proximos os pseudogenes de um mesmo
individuo, o que ocorre com os pares H12 e H14 (populacdo RAP), H16 e H17
(populagcdo TLM) e H23 e H24 (populacdo VRB). Provavelmente, estes
pseudogenes iniciaram sua trajetoria antes da subdivisao das populagées e, depois
da separagcdo destas, ainda foram acrescentadas outras modificacdes. Esta
hip6tese também suporta a pressuposicdo de que estes pseudogenes sdo 0s mais
antigos. Adicionalmente, os pseudogenes exclusivos de um Unico individuo s&o
justamente os que tém menor nimero de modificacdes e foram considerados de
origem mais recente.

Outro aspecto importante é que todos os individuos contém a copia
funcional de 5.8S H1 (figura 8), que também ¢é o centro da rede de haplétipos
(figura 7), sugerindo que este é o padrdo funcional tipico de 5.8S na espécie e
supostamente para onde deve estar direcionada a homogeneizacdo. Todos 0s
outros haplétipos diagnosticados como funcionais devem, entdo, caminhar para a
igualdade com H1 através da evolugcdo em concerto ou se tornarem pseudogenes.
O haplétipo H20, que suscita dividas quanto a sua funcionalidade, deve estar num

caminho intermediario de pseudogenizagéo a partir de H1.

Variagdo intragenémica e evolugdo em concerto:

Neste trabalho foi verificada a existéncia de variagao intragendmica do rDNA

ITS em mais da metade dos individuos estudados de C. ipecacuanha, o que torna

evidente a atuagdo incompleta da evolugdo em concerto nesta espécie.
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Os processos de homogeneizacdo das diferentes copias dentro do genoma
(recombinacdo e conversdo génica) sdo mais frequientes dentro de cromossomos
do que entre cromossomos (Schlbtterer e Tautz, 1994; Parkin e Butlin, 2004). Uma
vez que C. ipecacuanha é tetraploide (Rossi et al., 2008), é plausivel supor que a
variacdo intra-individual seja decorrente da localizacdo de conjuntos destes rDNA
em cromossomos diferentes, procedentes da hibridizagdo ocorrida na formacéo da
espécie, como € suposto para Buxus balearica (Rossel6 et al., 2005) e Leucaena
leucocephala (Hughes et al., 2002).

A reproducdo assexuada em C. ipecacuanha pode ser considerada outro
fator contribuinte para a persisténcia da variacdo intragendémica. A propagacdo
vegetativa prolonga o tempo de geragcdo e, logo, retarda a homogeneizagéo
promovida pela evolugdo em concerto (Marquez et al., 2003; Lorenz-Lemke et al.
2005). A agamospermia, relatada na espécie por Rossi et al. (2005), também
proporciona este efeito, pois 0os eventos de recombinacdo e conversdo génica da
evolugdo em concerto sdo mais frequentes durante a meiose, etapa suprimida na

reproducdo assexuada.
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CONCLUSOES

A estrutura secundaria da regido 5.8S e da regido ITS2 apresentam a
conformacéo tipica presente nas demais angiospermas para a maioria das cépias
encontradas (copias funcionais). A comparacdo com 0s motivos conservados em
angiospermas e a estrutura secundaria para a regido 5.8S foram os marcadores
mais confiaveis de funcionalidade das seqtiéncias em C. ipecacuanha, identificando
um total de 13 pseudogenes em meio a 26 haploétipos. J& o haplétipo H20 foi
considerado um pseudogene adicional em razdo das modificacdes vistas em ITS2 e
0 padrao de copia nao funcional exibido para o contetdo CG e a energia livre de
5.8S. Desta forma, 14 pseudogenes foram apontados entre as diferentes copias de
ITS. Devido ao acimulo de um maior numero de modificacdes e a formacgéo de
grupamentos distintos na rede, provavelmente a perda de funcionalidade dos
haplétipos H3, H6, H7, H12, H14, H16, H17, H23 e H24 é mais antiga do que nos
demais pseudogenes. Ainda, este estudo levanta a hipotese de correlacdo entre a
existéncia de variacdo intragendmica em C. ipecacuanha e o0 evento de
poliploidizacdo ocorrido durante a especiacdo, efeito que pode ter sido

potencializado em razdo da propagacao vegetativa e agamospermia.
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