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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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CAPITULO 7

COMO SURGEM NOVAS ENZIMAS? EAVOLUQAO
MOLECULAR DE NOVAS COPIAS GENICAS NA
SUPERFAMILIA DAS RODANASES EM DIPTERA

Luana Sousa Soares
Universidade Federal de Jatai, Unidade
Académica Especial de Ciéncias Biologicas

Jatai - Goias
Iderval da Silva Junior Sobrinho

Universidade Federal de Jatai, Unidade
Académica Especial de Ciéncias Biologicas

Jatai - Goias

RESUMO: A superfamilia Rodanase contém
proteinas com diferentes funcbes, o que a
torna interessante para estudar a evolucéo
de neofuncionalizacdes ap6s duplicagdes
génicas. Apesar dos estudos sobre a
organizacgao estrutural e funcbes dos membros
da superfamilia Rodanase, 0s processos
evolutivos que levaram a neofuncionalizacao
nao foram totalmente  compreendidos.
Assim, estudamos a evolucdo molecular da
adenililtransferase e sulfurtransferase MOCSS3
e da tiossulfato sulfuriltransferase (TST)
de precursores com funcdo de heat shock,
focando nos padrdes de restricdo seletiva e
divergéncia funcional promovida pela selecéao
natural. Obtivemos sequéncias Diptera bem
caracterizadas das bases de dados Pfam-
Embl e Genbank. Alinhamos as sequéncias e
estimamos as relagdes filogenéticas por maxima
verossimilhanca. Testamos a presenca de
sinais de selecao positiva usando a estratégia
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do branch-site teste, realizando o teste em duas
condic¢des: (a) no ramo onde a nova fung¢ao do
MOCSS3 evoluiu pela aquisicdo de novo dominio;
e (b) no ramo onde a funcédo TS evoluiu de
proteinas heat shock, sem aquisicdo de novos
dominios. Apesar da expectativa de encontrar
selecéao positiva atuando no ramo com ganho de
um novo dominio, a diversificagdo por selecéo
positiva foi detectada apenas no ramo em que a
neofuncionalizagdo ocorreu sem sua aquisicao.
Neste evento de neofuncionalizagdo, o teste
Bayes Empirical Bayes detectou doze sitios que
evoluiram sob selecdo positiva, um deles dentro
do dominio catalitico. Considerando que as
proteinas semelhantes a Rodanase com fungéo
de TST representam duplas copias de genes
paralogos, a selecdo natural deveria ter sido
relaxada nessas copias, permitindo mudancas
mesmo no dominio catalitico conservado.
PALAVRAS-CHAVE: selecao natural,
duplicacdo génica, superfamilia génica,
adenilitranferase e sulfurtransferase MOCSS3,
tiosulfato sulfotransferase.

ABSTRACT: Rhodanese superfamily contains
proteins with different functions, which turns it
an interesting group to study the evolution of
neofunctionalization after gene duplications.
Despite of studies on the structural organization
and functions of members from Rhodanese
processes

superfamily, the evolutionary
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that led to the neofunctionalization was not fully understood. Therefore, we studied
the molecular evolution of adenylyltransferase and sulfurtransferase MOCS3 and
thiosulfate sulfuriltransferase (TS) from precursors with heat shock function, focusing
on patterns of selective constraints and functional divergence promoted by natural
selection. We obtained well characterized Diptera sequences from Pfam-Esembl
and Genbank databases. We aligned the sequences and estimated the phylogenetic
relationships among sequences by maximum likelihood. We tested for the presence
of positive selection signals using the branch-site-test strategy, performing the test
in two conditions: (a) in the branch where new function of MOCS3 evolved by the
acquisition of new domain; and (b) in the branch where TS function evolved from
heat shock proteins without the acquisition of any new characterized domain. Despite
the expectation of finding positive selection acting on the branch with gain of a new
domain, diversification by positive selection was only detected in the branch where the
neofunctionalization occurred without its acquisition. In this neofunctionalization event
Bayes Empirical Bayes test detected twelve sites that evolved under positive selection,
three of them within the catalytic domain. Considering that Rhodanese-like proteins
with TS function represent duplicated paralogous gene copies, natural selection should
have been relaxed in these copies, allowing changes even in the conserved catalytic
domain.

KEYWORDS: natural selection, gene duplication, gene superfamily, adenylyltransferase
and sulfurtransferase MOCS3, thiosulfate sulfurltransferase.

INTRODUCAO

Aherbivoria € uma interacao biética especifica do tipo predador-presa comumente
observada entre diversos grupos de animais e plantas, especialmente entre os insetos.
A herbivoria teve um efeito marcante na diversidade dos insetos, tornando os insetos
herbivoros um dos grupos animais mais diversos por possibilitar explorar diferentes
recursos, como alimento e protecao, ou mesmo para completar seu ciclo de vida
(FUNK; FILCHAK; FEDER, 2002; GULLAN; CRANSTON, 2017 ; WARD; HACKSHAW;
CLARCKE, 2003)

As plantas desenvolveram formas de defesa contra esses herbivoros, ativando
um conjunto de respostas altamente reguladas, resumidas em duas principais: (1)
as defesas diretas, envolvidas com a producdo de aleloquimicos, e (2) as defesas
indiretas envolvidas na producéo de metabdlitos que atraem inimigos naturais dos
fitofagos, frequentemente parasitdides e predadores (DESPRES; DAVID; GALLET,
2007; MITHOFER; BOLAND, 2012;.

Uma defesa direta comumente usada pelas plantas € o uso de glicosideos
cianogénicos, presente em mais de 2500 plantas. Normalmente, os glicosideos
cianogénicos s&o armazenados nos vacuolos, quando o tecido da planta é destruido
por ataque de herbivoros mastigadores, eles entram em contato com enzimas que 0s
hidrolisam em cianeto de hidrogénio (HCN) (ZAGROBELNY et al., 2004). Esta € uma
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das substéncias mais téxicas conhecidas e tem afinidade pela oxidase terminal na
cadeia transportadora da mitocéndria, podendo ser letal a varios insetos (BRATTSTEN
et al., 1983).

Os insetos, por sua vez, desenvolveram diversas estratégias para evitar os
mecanismos de defesas das plantas, algumas simples, outras mais complexas e
especificas, entrando em uma corrida armamentista com as plantas. Eles podem evitar
a fitotoxina ou mesmo escolher locais da planta nos quais ha menor concentragéo do
composto (DAOUST et al., 2010; NEALIS; NAULT, 2005). O inseto pode até mesmo
manipular o mecanismo de defesa da planta (BEDE et al., 2006; NYMAN; JULKNEN-
THTTO, 2000; MUSSER et al., 2002). Quando ndo ha possibilidade de evitar a ingestao
das fitotoxinas se faz necesséria a desintoxicacdo metabolica (DESPRES; DAVID;
GALLET, 2007; NISHIDA 2002).

As enzimas que normalmente estdo envolvidas na desintoxicagdo metabdlica
sao pertencentes a trés familias génicas, sendo as carboxilesterases (COEs), as
glutationa S-transferases (GSTs) e as citocromo monooxigenases P450 (P450, CYPs
para os genes). Porém ha outras duas que podem estar envolvidas diretamente com
a desintoxicacdo de glicosideos cianogénicos, sdo elas a B-cianoalanina sintase e
principalmente algumas enzimas da superfamilia rodanase, as tiossulfato:cianeto
sulfotransferase (TST) também chamadas de rodanase (BEESLEY; COMPTON;
JONES, 1985; DESPRES; DAVID; GALLET, 2007; ZAGROBELNY et al. 2004; ZHANG;
MA; FENG,2012).

SUPERFAMILIA RODANASE

A rodanase esta distribuida na natureza, sendo encontrada nos trés principais
filos evolutivos. A enzima mais bem caracterizada € a rodanase bovina (PLOEGMAN et
al., 1978, 1979). Rodanase, também chamada de tiossulfato:cianeto sulfotransferase
(TST, EC 2.8.1.1) € uma enzima que catalisa a transferéncia de um atomo de enxofre a
um aceptor, do tiossulfato para o cianeto (PLOEGMAN et al., 1979). O termo rodanase
vem do aleméo para tiocinato com ‘ase’ indicando que esse composto foi formado a
partir de uma reagao enzimatica (CIPOLLONE; ASCENZI; VISCA, 2007).

S,02 +CN- Rodanase SCN- +S0,2

A rodanase faz parte da superfamilia Rodanase que abriga todas as proteinas
tipo rodanase, que compartilham o mesmo dominio Rhod (Figura 1). Apesar de
apresentarem um mesmo dominio em comum, sdo proteinas altamente heterogéneas
estruturalmente e funcionalmente (BORDO, 2002). Frequentemente o dominio
Rhod esta combinado com outros dominios caracteristicos (Figura 1) (CIPOLLONE;
ASCENZI; VISCA, 2007).

Estruturalmente as proteinas do tipo rodanase sao compostas por um ou dois domi-
nios rodanase. Normalmente quando ha a presenca de dois dominios, apenas um &
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funcional. O dominio catalitico apresenta um residio de cisteina catalitica, o qual é o
primeiro residuo dos seis aminoacidos da alca do sitio ativo (BORDO, 2002).

As proteinas integrantes dessa superfamilia podem ser divididas em quatro
grupos estruturais: (1) proteinas com apenas um dominio rodanase, entre elas as pro-
teinas heat shock (PHS), e a propria TST (Figura 1-G e H); (2) proteinas com dominios
em tandem, como as 3-mercaptopiruvato:cianideo sulfotransferases (Figura 1- A); (3)
proteinas com multidominios, além do dominio rodanase com suas propriedades fun-
cionais, a presenca de outros dominios como o ThiF, DSP e UBP, entre outros (Figura
1-C, D, E e F); e (4) proteinas com al¢ca do sitio ativo alongadas, como as fosfatases
cdc25 (Figura 1 — B) (BORDO, 2002; CIPOLLONE; ASCENZI; VISCA, 2007). Apesar
do grande conhecimento estrutural das rodanases, ha poucos estudos que envolvem
suas relacdes filogenéticas e quais foram os mecanismos evolutivos da diferenciagdo
das funcgbes da proteina.
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Figura 1. Organizacéo de dominios dos grupos de proteinas da Superfamilia Rodanase.

EVOLUCAO DE FAMILIAS GENICAS

Familias génicas séo grupos de genes descendentes de um ancestral comum que
retém sequéncias similares e/ou frequentemente fungdes similares, tanto para genes
dentro de um genoma (cOpia paraloga) e para genes relacionados entre genomas
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(ortélogos e paralogos)(DAYHOFF et al., 1975; DEMUTH; HAHN et al., 2009):

As familias geralmente surgem a partir de genes o6rfaos (AMIRI, 2003) e podem
surgir de trés maneiras diferentes: (l) copias duplicadas que se tornam suficientemente
divergentes e nao sao reconhecidas como membros da mesma familia (SCHMID;
AQUADRQO, 2001); (Il) genes transferidos horizontalmente (i.e transferéncia de material
genético para outra célula que nao é sua descendente) (HALL; BRACHAT; DIETRICH,
2005) e (lll) novos genes a partir de sequéncias nao-codificantes (BEGUN et al.,
2007; DEMUTH; HAHN et al., 2009). A duplicac&o génica é o principal mecanismo na
conseguinte evolucdo de uma familia génica (DAYHOFF et al., 1975; MAGADUM et
al., 2013). Depois da duplicacao, as cépias podem ter diversos destinos diferentes. Os
principais destinos séo a pseudogenizacéo (i.e. perda de funcao a partir de mutagdes
deletérias) (Figura 2-A), a conservacao da funcao (Figura 2-C), a subfuncionalizacao
(Figura 2-D) e a neofuncionalizacao (Figura 2-B) (INNAN; KONDRASHOV, 2010;
MAGADUM et al., 2013).

{ Duplicacéo Génica P m el O
Genel Genel —> Gene 2 Genel

Genel Genel ©

Destinos

¢ Duplicacao Génica

Figura 2. Principais destinos de genes duplicados. A — pseudogenizagéo, B- neofuncionalizacéao,
C- conservagéao génica, D- subfuncionalizagéo.

Ha varios modelos evolutivos capazes de explicar esses destinos, que podem
ser classificados em principalmente trés categorias (INNAN; KONDRASHOV, 2010).
A primeira categoria contém os modelos que assumem as duplicacbes que nao
causam efeitos no valor adaptativo, deixando a fixagdo da cépia duplicada como um
processo neutro. A principal caracteristica dos modelos dessa categoria € que apoés a
duplicacéo, ha uma redundancia entre as copias, assim a selecéo natural se afrouxa,
permitindo que modificagdes ocorram, sendo a maior parte neutra. Dessa forma, pode-
se levar facilmente a pseudogenizacao de pelo menos uma das copias. Quando isso
nao ocorre, é possivel os outros destinos (FORCE et al., 1999; OHNO et al., 1970;
HUGHES 1994).

Nos modelos da segunda categoria, a duplicagéo por si s6 é vantajosa. Séao
possiveis trés razdes para esse tipo de adaptagcédo: beneficio no aumento da
dosagem do produto génico, mascaramento de mutag¢des deletérias e oportunidade
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de surgimento imediado de uma nova fungéo, normalmente sendo todas mediadas,
predominantemente, por selecdo positiva. Por ultimo, a categoria que abriga os
modelos na qual a duplicagdo ocorre em um gene polimorfico, e 0 aumento de
variabilidade na populacao é vantajosa, promovendo rapidamente a fixacdo da copia
(INNAN; KONDRASHOQV, 2010).

Apesar dos estudos comparando as fungbes, sequéncias e estruturas
tridimensionais das proteinas do tipo rodanase, ainda ha poucos trabalhos elucidando
0S mecanismos evolutivos que levaram a Superfamilia Rodanase ao seu grande
numero de proteinas com fungdes tao diversificadas e presentes em quase todos os
organismos.

OBJETIVOS

Tivemos como objetivo analisar o padrdo de evolugcdo molecular de
adenilitranferase e sulfurtransferase (MOCSS3) e tiossulfato sulfurtransferase (TST)
pertencentes a superfamilia Rodanase, utilizando o grupo dos Diptera como modelo
evolutivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Testar a expectativa de que o sinal de selecao positiva pode ser detectado
em ramos que representem o surgimento de novas fungdes nas proteinas da familia
génica das rodanases, sendo um ramo em que evoluiu a neofuncionalizacdo sem
surgimento de novo dominio (TST) e no ramo no qual evoluiu a neofuncionalizacao
pela aquisicdo de novo dominio (MOCSS3).

— Testar como TST e MOCS3 se comportam ap0s a duplicacédo e a
neofuncionalizacgéo.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das sequéncias

Utilizamos os dados de sequéncias de proteinas da superfamilia Rodanase
depositadas no Pfam sob o cdédigo PF00581. Focamos nos dados de Diptera, por ser
um dos grupos mais bem estudados quanto a organizacdo genémica dos genes da
superfamilia Rodanase.

A partir dos numeros de acessos das proteinas, fornecidos pelo Pfam, obtivemos
as respectivas sequéncias codificantes completas de aminoacidos e de DNA a partir
do Uniprot, Genbank (NCBI) e Embl. A partir do alinhamento de aminoacidos, realizado
pelo PRANK v. 140603 35(LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2010), geramos uma arvore
filogenética pelo método da Maxima Verosimilhanga, utilizando o software MEGA 7
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética gerada a partir de alinhamento de aminoacidos dos genes com o
dominio Rodanase em Diptera. Os ramos marcados em azul foram utilizados nas andlises. Os
numeros indicam as fung¢des de cada proteina da superfamilia da Rodanase.

A partir dessa primeira estimativa da relacéao filogenética entre as sequéncias das
linhagens de Diptera, escolhemos as linhagens marcadas em azul na Figura 3. Nestas
linhagens estéo representadas proteinas da superfamilia Rodanase que possuiam
o dominio da rodanase, mas que evoluiram para trés funcdes diferentes. Para as
analises subsequentes utilizamos apenas as sequéncias de DNA (58 sequéncias de
14 organismos). Esquema da obtencao das sequéncias pode ser observado na Figura
4.

Alinhamos estas sequéncias de DNA por analise codon a codon pelo software
PRANK v. 140603 (LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2010). O alinhamento de sequéncias de
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DNA torna-se problematico quando se lida com sequéncias muito divergentes, como
aquelas encontradas na superfamilia Rodanase. Dessa forma, adotamos a estratégia
de alinhamento em blocos, criada em nosso laboratorio. Nesta estratégia separamos
regides de maior similaridade em grupos isolados, sendo cada grupo de similaridade
alinhado separadamente para ser posteriormente reagrupado, de forma a restaurar a
sequéncia completa do gene.

<+“—
cds*
completos

—»  Analises evolutivas

l

Escolher ramos Alinhamento em

—>

para andlises blocos (DNA)

Figura 4. Esquema de obtengéo das sequéncias. *Sequéncias codificantes

Inferimos a filogenia por maxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
GTR+G+l (General Time Reversible, com distribuicdo gama e com sitios invariaveis). A
estimativa do modelo evolutivo e a inferéncia da filogenia por foi realizada no software
MEGA7.0.26 (KUMAR; STECHER; TAMURA et al., 2016).

ANALISE DO PADRAO DE EVOLUGCAO MOLECULAR

Em familias génicas com varias copias paralogas, espera-se um relaxamento da
restricdo seletiva sobre as copias génicas apds um evento de duplicagao, facilitando
a diversificacdo de uma delas por selecéo natural. Portanto, a expectativa seria a de
que o sinal de selecao positiva pudesse ser detectado em ramos que representassem
o surgimento de novas fungdes nas proteinas dessa familia génica. Em nosso estudo,
o teste de selecéo positiva (branch-site test), foi aplicado em dois ramos distintos
da filogenia estimada anteriormente, cada qual representando uma forma distinta de
neofuncionalizagédo da copia paraloga: (1) no ramo no qual evoluiu a neofuncionalizagcéo
sem surgimento de novo dominio (tiosulfato sulfurtransferase) (foreground 1) e (2) no
ramo no qual evoluiu a neofuncionalizacdo pela aquisicao de novo dominio (dominio
ThiF em adenililtransferase e sulfurtransferase MOCS3) (foreground 2). Em cada
perfil de analise os demais ramos excluidos dos foregrounds foram denominados
backgrounds, sendo usados para as comparacoes dos testes.

O branch-site test baseia-se na comparagao entre o numero de substituicoes
sindnimas por sitio sinbnimo (dS) e o numero de substituicées ndo-sinbnimas por sitio
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nao-sinbnimo (dN). Substituicdes sindbnimas sé&o substituicbes de sitios fixadas em
uma linhagem evolutiva, na qual néo ocorreu alteracées na sequéncia do aminocido.
Por outro lado, nas substituicdes nao-sinbnimas o aminoacido € modificado. Em
um modelo no qual a selecao natural néo esta atuando, a razao esperada entre as
taxas de substituicdes sinbnimas e nao sinébnimas € de 1 (dN/S = 1), pois a taxa
de fixacdo & praticamente igual entre os dois tipos de substituicdo. Se a sequéncia
estiver sob selecao purificadora, a taxa de substituicdes sinbnimas sera maior que a
taxa de substituicdes nao-sindénimas (dN/dS < 1), indicando que o cédon ou a regiao
génica estd sob uma restricdo seletiva. Por outro lado, se a taxa de substituicées
nao-sindnimas for maior que a taxa de substituicbes sindnimas, a sequéncia esta
sendo selecionada positivamente (dN/dS > 1), indicando que a sele¢cao natural esta
favorecendo a divergéncia adaptativa de uma determinada regido génica.

Assim, no branch-site testverificamos a razao dN/dS nos dois ramos especificados
tendo como hipétese nula de que a diferenciagdo observada entre as copias paralogas
deveu-se apenas pela acao da deriva genética, caracterizando uma evolugao neutra.
Essa hipotese foi tratada em um modelo nulo, chamado de M1a, no qual os cédons
podem apenas evoluir por selecéo purificadora (dN/dS < 1) ou neutramente (dN/dS =
1). A hipbtese alternativa considera que a diferenciagdo observada entre os paralogos
ocorreu pela acao da selecdo natural, promovendo a neofuncionalizacdo de um dos
paralogos. Esta hip6tese foi tratada em um modelo, chamado de MA, que permite a
evolucao dos codons também por selecao positiva (dN/dS > 1). O branch-site test foi
realizado no software CODEML implementado no pacote PAML 1.40603 (YANG, 2007;
ZHANG; WONG; NIELSEN, 2005). Os testes foram contrastados através de um teste
de razao de verosimilhangas (LRT — likelihood raio test), utilizando o valor de InL (log
do likelihood) de cada modelo.

Para os dois ramos foram estimadas a presenca de selec&o positiva em codons
individuais, utilizando o teste Bayes Empirical Bayes (BEB) acoplado ao branch-site
test (YANG; WONG; NIELSEN, 2005). Também realizamos o site-test separadamente
em cada ramo, utilizando o software Selecton (STERN et al., 2007).

RESULTADOS
Evolucao molecular pés duplicacao génica

A duplicacdo génica é um dos principais mecanismos da evolu¢do de familias
génicas. Um dos possiveis destinos das copias é a evolugao de novas fungdes a
partir de substituicbes na sequéncia de DNA, com ou sem 0 ganho de novos dominios
funcionais. Dessa forma, testamos a expectativa de que o sinal de selecéo positiva
pudesse ser detectado em ramos que representassem o surgimento de novas fung¢des
nas proteinas da familia génica das rodanases.

As duas linhagens evidenciadas na Figura 5 foram usadas como os foregrounds
utilizados no branch-site teste. Foram utilizados os modelos nulos M1a e MA restrito e
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modelo alternativo MA usados para contraste em cada foreground. Ha trés propor¢des

para cada modelo. Sendo eles, p' s&o propor¢cdes de codons em selecao purificadora,

p? evolucdo neutra e p3** selecdo positiva. Normalmente espera-se que a maior

proporcao de codons seja de cddons em selecao purificadora, porém, no foreground

2, ha uma maior propor¢ao de cédons em selecado positiva.
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analise de selecédo positiva. A area evidenciada em vermelho indica o ramo foreground no
qual as proteinas evoluiram para novas fun¢des sem ganho de dominio aparente e a area
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evidenciada em cinza indica, o ramo foreground em que as proteinas ganharam um dominio.

Os modelos nulo (auséncia de selecdo positiva) e alternativo (presenca de
selecdo positiva) foram contrastados utilizando o valor de LNL pelo teste de LRT
(Tabela 1). No foreground 1, o modelo MA foi significativo no contraste entre o M1a e
MA null (p = 0.003 e p = 0.00004 respectivamente), evidenciando evolug¢ao por selecéo
positiva nessa linhagem. Entre os contrastes com o foreground 2, nao houve diferenca
significativa (Tabela 1).

A andlise do Bayes Empirical Bayes, utilizando o foreground 1, mostrou que doze
codons estavam sendo selecionados positivamente (P>95%), sendo quatro com mais
de 99% de probabilidade (Tabela 1). Na Figura 6 podemos observar o alinhamento
dessa linhagem com os respectivos cédons em selecao. Curiosamente, um desses
coédons esta no sitio catalitico da enzima, regidao essa que normalmente é a mais
conservada da proteina.

Codons selecionados

Foreground Contraste Gl LRT positivamente (BEB)
o M1a x MA 2 4.438
MA null x MA 1 0.319
964, 969, 970, 978,
Mia x MA 2 20.135" 1024, 1030, 1038,
1 1041, 1042, 1063,
MA null x MA 1 8.676** 1070, 1081.

Tabela 1. Contraste dos modelos M1a, MA restrito e MA por LRT

“p < 0.003 **p < 0.00004. Cédons marcados em negrito com p >99%

A partir desses resultados deduzimos que a evolugcéo da nova fungcéo de TST
das proteinas do tipo rodanase, foi predominantemente por selecao positiva, porém
para a funcdo de MOCS3 n&o ha sinal significativo de sele¢do positiva promovendo
sua mudanca.
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Figura 7. Alinhamento do ramo foreground 1, linhagem TST. * - Sitios selecionados
positivamente. Evidenciado em esta o sitio catalitico
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Figura 8. Andlise de padréo de selecéao por codon (site-test) em MOCS3 (1) e TST (2).
Evidenciado em rosa estao os dominios Thif e Rhod, em cinza (A) e (B), dominios conservados
similares nas duas linhagens.

EVOLUGCAO MOLECULAR POS NEOFUNCIONALIZACAO

Ap6s a duplicacdo em familias génicas € comum encontrar um padrdao em
que as codpias paralogas evoluem por uma selecao purificadora mais relaxada e se
diversificam posteriormente por selecao positiva (KAESSMANN et al., 2010). Depois
da neofuncionalizacéo, espera-se que a selecéo natural por tras desse evento, torne-se
purificadora, mantendo a nova func&o adquirida (INNAN, KONDRASHOV, 2010). Para
testar como TST e MOCS3 se comportaram apds a duplicacao e a neofuncionalizagao,
realizamos o site test dentro de cada grupo. O resultado deste teste ndo mostrou
qualquer codon sendo selecionado positivamente, indicando uma predominancia de
coédons sob selecao purificadora (Figura 7). Na Figura 7 ainda é possivel observar
duas regides (A e B) mais conservadas no dominio Rhod, sendo uma delas o dominio
catalitico (A). Apesar da predominancia da restricao seletiva, a selecdo purificadora
ocorreu de forma mais relaxada em alguns segmentos das MOCS3 e TSTs.

DISCUSSAO

Padrao de selecao nas linhagens MOCS3 e TST.

ApOs eventos de duplicacdes dentro de familias génicas, o novo gene pode sofrer
uma neofuncionalizagdo com ou sem ganho de dominio (MAGADUM et al., 2013).
Apesar da expectativa de encontrar selecdo positiva nas duas formas de mudanca
de fung¢do, ndo encontramos sinal de selegcédo positiva na linhagem MOCSS3, na qual
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houve ganho de dominio em sua neofuncionalizac&o. E possivel que a diferenciacdo
de funcao tenha ocorrido sob influéncia da selecéo positiva em MOCS3, mas o teste
branch-site poderia nao ter o poder estatistico necessario para a deteccéo desse tipo
de selecao dada a elevada divergéncia entre as sequéncias de MOCS3. Quando ha
grande divergéncia entre as sequéncias estudadas, o branch-site teste perde poder
estatistico e ndo detecta sinais de selecdo (YANG; REIS, 2011).

Por outro lado, detectamos sinal de sele¢ao positiva para a linhagem de TST.
Curiosamente alguns sitios sob selecdo positiva foram identificados no sitio catalitico
da enzima ou proximo a ele. Normalmente nessas regides encontra-se apenas
a selecao purificadora, impedindo que alteragdes se fixem, visto que pequenas
mudancgas podem ser capazes de alterar a estrutura da proteina ou afinidade com o
substrato, ou seja, comprometendo a funcionalidade da proteina (CARLSON et al.,
1994; HANKS; QUINN; HUNTER, 1988; HANKS; HUNTER, 1995). Apesar de ser um
padréo inesperado, a diversificac&o por selecao positiva em dominios conservados foi
também observada em proteinas como DOUBLESEX (SOBRINHO; BRITO , 2012).
Isso pode ser entendido a partir do processo do surgimento das novas cépias dentro
da familia génica. Assim sendo, quando ha duplicacdo génica, a pressado seletiva
se afrouxa, inclusive no sitio catalitico, pois possiveis mutacées que alterariam o
funcionamento da proteina, podem ser mantidas, visto que, ha uma redundancia das
copias. Esta redundancia permite que uma das copias desenvolva novas propriedades
funcionais, enquanto a outra copia é preservada em sua funcao ancestral (INNAN;
KONDRASHOV, 2010; KAESSMANN, 2010; OHNO, 1970.

Origem das TST

Observando a filogenia (Figura 4) é possivel verificar que as TST formam um
grupo monofilético. Esse grupo surge a partir de proteinas mais diversas que também
possuem o dominio Rhod, sendo algumas identificadas como proteinas heat-shock
(PHS). Hipotetizamos entao, que possivelmente as TST tenham se originado a partir das
PHS, uma vez que estas ultimas sao proteinas mais inespecificas (FEDER;HOFMANN,
1999), e ndo possuem grande especificidade a um unico substrato (SUN; MACRAE,
2005). Essa inespecificidade pode ter sido um fator que tenha facilitado a evolugao das
TST como um grupo de proteinas mais especializado na transferéncia do sulfato, por
nédo exigir mudancas radicais no momento da troca para afinidade por um substrato
especifico.

Esse tipo de evolugdo pode ser evidenciado pelo trabalho de Bordo (2002),
no qual o autor verificou que a mudanga mais expressiva entre as TST e fosfatases
cdc25, da mesma familia génica das rodanases, era o ganho de um aminoacido no
sitio catalitico das cdc25. Esse unico aumento resultou em um sitio catalitico mais
amplo, que foi capaz de acomodar um atomo de fésforo, quimicamente maior que um
atomo de enxofre, possibilitando a reacao de fosfatase em vez de sulfurtransferase.
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O presente trabalho indica mudanc¢as maiores, como evidenciado pelos 11 sitios sob
selecéo positiva, incluindo um dentro do sitio catalitico.

Apesar de o ramo monofilético indicar a evolugcéo das TST a partir das proteinas
menos especializadas, esta hipdtese deve ser corroborada por uma analise mais
ampla de toda a familia génica das rodanases, pois esta divergéncia pode ter sido
mais antiga que a presente no ramo dos Diptera analisado aqui.

EVOLUCAO APOS NEOFUNCIONALIZAGAO

Apos eventos de duplicagdes e neofuncionalizagdes, um dos modelos esperados
€ o de que selecao purificadora mantenha as novas funcées dos novos genes
(FORCE et al., 1999; INNAN; KONDRASHOQV, 2010). TST e MOSC3 mostram esse
comportamento, evidenciado pelo padrao de selecao purificadora mostrado pelo site-
test (ndo verificando selecéo positiva). Este mesmo padrdo € também evidenciado
no contraste entre genes Acp (Proteinas da Glandula Acesséria) e nédo-Acp de
Drosophila, que mostra uma maior forca da selecéo purificadora ap6s a duplicagao
génica e uma possivel neofuncionalizacédo (ALMEIDA; DESALLE, 2008). Da mesma
forma, no genoma do milho, foram encontrados genes regulatérios neofuncionalizados
que experimentaram selecao purificadora (HUGHES; LANGDALE; KELLY, 2014).

Outros modelos sugerem que a selecao purificadora atua normalmente apenas
na copia ancestral, com a selecéo positiva atuando na cépia neofuncionalizada. Este
nao parece ser o padrao de evolugcédo das TST e MOCSS do presente estudo, mas foi
encontrado na evolucéo dos genes Caf1-55 e Caf1-55dup de Drosophila. Neste caso,
A selecao purificadora atuou fortemente na manutencao da fung¢ao da copia ancestral
(Caf1-55), ao passo que a selegao positiva atuou ap6s a neofuncionalizacédo da nova
copia (Caf1-55dup) (CALVO-MARTIN; PAPACEIT; SEGARRA, 2017).

CONCLUSAO

N&o encontramos sinal de sele¢ao positiva na linhagem MOCSS3, na qual houve
ganho de dominio em sua neofuncionalizacdo. E possivel que a diferenciacdo de
funcdo tenha ocorrido sob influéncia da selecéo positiva em MOCSS, entretanto é
necessario a utilizacdo de testes menos sensiveis a sequéncias divergentes.

Poroutrolado, noramo das TST foi possivel detectar sinal de sele¢do positiva, além
de alguns cédons sendo selecionados positivamente, indicando que a diferenciacao
da funcéo de TST foi determinada por selecao positiva.

Apbs os eventos de duplicacao que culminaram nas novas funcées de MOCS3
e TST, observamos que a selecédo purificadora manteve as funcdes de ambas as
proteinas.
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