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RESUMO

As ribonucleases catalisam a clivagem do RNA ecsinponentes ubiquos das
células, desde procariotos até eucariotos. A fanii2 é a classe de RNases mais
amplamente distribuida entre os organismos vivosanpla distribuicdo desta familia
sugere que ela deve ter um papel funcional muitgortante na biologia celular destes
organismos. Em Solanaceae, ha basicamente doissgdagtas proteinas, um representado
pelas S-RNases, as quais estdo envolvidas com eicaej do podlen na auto-
incompatibilidade gametofitica e um outro gruposwiverso que é denominado de S-like
RNases, com funcdes muito diversificadas. As S-Rblag apresentam na forma de um
gene multialélico, altamente polimérfico, que estintido no léocus S. O locus S é
composto por uma combinacdo de proteinas SLF (&ldebox), responsaveis pela
determinacao do fator polinico, e uma S-RNase midduapenas no pistilo, de forma que
estes genes estdo fortemente ligados formando ldtipapS. Esses produtos génicos
interagem possibilitando a rejeicdo do auto-polam riendmeno denominado distingao
colaborativa do pélen néo proprio. Kapitulo I, foram utilizados métodos filogenéticos
para determinar os principais agrupamentos de saledo genealogia de S-RNases do
género Solanum. A topologia da arvore ndo mostrou sinal filogetétpara espécies,
contudo, isso era esperado uma vez que a divacdiic destes alelos ocorreu
anteriormente a diversificacdo das espécies, geramd fendmeno denominado de
polimorfismos trans-especificos. Além disso, for@alizadas analises de selecao positiva,
as quais encontraram um alto nimero de residuosattasprobabilidades, indicando que
estdo sob pressdo de selecdo positiva darwiniaom € intuito de compreender a
diversidade estrutural destes alelos, foram coittsumodelos tedricos com base em
modelagem por homologia dos principais clados tmédhia, ja que estas sequéncias
apresentam um elevado grau de polimorfismo. Odtaeis mostraram grande variacao
estrutural na regido hipervariavel destas sequ&nerajuanto que regides conservadas nao
apresentaram grandes mudancas estruturais e camues secunddrias caracteristicas.
No Capitulo Il , foram realizadas diversas andlises com o objatvacompreender a
diversificacdo estrutural e funcional de RNasesn&2familia Solanaceae. As analises
filogenéticas mostraram a formacéao de trés pringigaipos, sendo um de S-RNases, e 0s
outros dois de S-like RNases. Com relacdo ao Qaga@demos inferir que houveram ao
menos dois eventos de duplicagdo génica. Além digsubém foram utilizados os

meétodos de NSsites e branch-site para inferénceeldgdo positiva como uma forma de



identificar possiveis sinais de diversificacdo roolar. Muitos residuos parecem estar sob
selecdo em ambos os métodos, embora um numero foage encontrado no NSsites
(41), com estes residuos localizando-se em regit@es flexiveis da proteina, enquanto
que os aqueles selecionados de acordo com o btaq@sestavam situados em posicdes
mais rigidas da estrutura. Em sumula, os resultagw®ntrados nos capitulos que
compreendem esta tese demonstram que analisesagepodem contribuir efetivamente
de inUmeras maneiras com o intuito de desenvolvea umelhor compreensdo dos
fendmenos biologicos relacionados com a evolucalecutar de familias multigénicas,
além de também contribuir no entendimento dos gem= de diversificacdo de genes
multialélicos, utilizando como modelo de estudamifia génica RNase T2.



ABSTRACT

The ribonucleases catalyze the cleavage of RNAaaadibiquitous components of
cells, from prokaryotes to eukaryotes. The T2 fand the most widely category of
RNases distributed among living organisms. The wiidé&ibution of this family suggests
that it should play an important functional role ¢ell biology of these organisms.
Basically, there are two groups of these protemsolanaceae, one represented by S-
RNases, which are involved in the rejection of @olin gametophytic self-incompatibility
and a more diverse group, which is termed S-likeagdd with very diverse functions. S-
RNases are a highly polymorphic and multiallelingecontained in the S locus. The S
locus consists of a combination of SLF proteind@&-S-locus), responsible for the pollen
factor, and one S-RNase expressed only in thd,asiil those genes are tightly linked as
an S-haplotype. Products of these genes interatiliag the rejection of self-pollen in a
phenomenon called collaborative non-self recogmitidn Chapter I, we used
phylogenetic methods to determine the main clustéralleles in the genealogy of S-
RNase in theSolanum genus. The topology of the tree showed no phylegersign to
species delimitation, but it was expected sincedikiersification of these alleles occurred
previously the diversification of the species, gatiag a phenomenon called trans-specific
polymorphism. In addition, analyzes of positiveestibn were carried out, and it resulted
in a significant number of residues with high probty, indicating they are under
Darwinian positive selection. In order to underdtahe structural diversity of alleles,
theoretical models were constructed based on hagwaheodeling of the major clades
found in the phylogeny, since it has a high degrepolymorphism in these sequences.
The results showed that major structural variatiamslocated in the hypervariable regions
of these sequences, while conserved regions peztbrmithout major structural changes
and showed stable secondary structuresChiapter Il , we used several analyzes to
understand the structural and functional diveratian of RNase T2 in the Solanaceae
family. Phylogenetic analyses showed the clustevindgpree main groups, one with just S-
RNases and the two others composed by S-like RN&sggarding to Clade 2, we could
infer that at least two gene duplication eventsehagcurred. In addition, we used two
methods for inference of positive selection, NSséad branch-site, as a mean to identify
possible signals of molecular diversification. Maegidues seem to be under selection in
both methods, although a higher number was founNSsites (41), and these residues

were located in more flexible regions of the pnotevhile those selected according to the
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brach-site (8) were located at more rigid positiohghe structure. In summary, the results
found in the chapters of this thesis show that ritemal analyses could effectively
contribute in many ways in order to develop a betiaderstanding of biological

phenomena related to the molecular evolution okedgamilies. Also, it contributes to the
understanding of the processes related to muli@aligenes diversification, using gene

family RNase T2 as a model.



INTRODUCAO
1) Familias multigénicas

Familias génicas podem ser definidas tanto como onjucto de genes
evolutivamente relacionados compartilhados por relifees espécies e as vezes
desempenhando func¢des similares, como o conjuntgedes homélogos dentro de uma
espécie, uma familia génica espécie-especificatiMar 2011). Estes conjuntos de genes
surgem atraves de duplicacéo génica, tanto poradigglo de um segmento cromossoémico
como por duplicacdo do genoma como um todo. Desseina, alguns genes duplicados
podem permanecer no genoma por um longo periodeaatm outros perdem sua funcéo

ou sao simplesmente excluidos do genoma.

Basicamente, existem dois modelos principais ddueéio de genes. O mais
tradicional deles propde que a ocorréncia de selpgdificadora pode ser seguida pelo
acumulo de mutacdes que codificam novas funcOeéfibaa que sdo entdo preservadas
pela selecédo natural, denominado evolucdo conveErgémquanto que o outro modelo,
baseia-se na evolucao divergente, postula que geném criados podem ter uma taxa
evolutiva acelerada, gerando uma populacdo deedifes proteinas sobre as quais a
selecédo darwiniana positiva pode atuar no desemehto de um novo estado funcional.
Além destes, varios modelos tem sido sugeridos gxguhicar 0os processos envolvidos na
formacdo de novos genes, sendo os principais acdg@b génica, a transposicao de
elementos proteicos via elementos moveis, a tregref@ horizontal de genes, a fusdo de
genes e a fissdo de genes (Betran & Long, 2008g diaal., 2004; Morgantest al., 2005;
Ranzet al., 2007).

Até meados de 1990, pensava-se que as familiasigémittas evoluissem
principalmente na forma de uma evolucdo em conc@&davia, com 0 surgimento de
diversos estudos evolutivos de genes relacionadomas diversas funcdes, isso se
mostrou infundado, ja que muitas destas familiascgé apresentavam distintos padrdes

evolutivos.

A principal controvérsia com relacdo ao modelo d#gdo em concerto reside na
impossibilidade da geracdo de inovagfes evolutivasa vez que este modelo ndo é
compativel com o surgimento de novos genes funkimrde diversos daquele ancestral.

Muito embora, o modelo de evolucdo em concertomele seja o responsavel pelos
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padrées encontrados em algumas familias géniagsrante ele é considerado restrito a
algumas poucas familias mais conservadas (Eiripezi al., 2012).

Assim, um novo modelo de evolugao tem sido propasnominado evolugao por
nascimento e morte de novos genes. De acordo caem reedelo, o nascimento é
representado pela duplicacdo génica e a morteiqaiaacdo e eliminacdo de genes por
mutacdes deletérias. Esse fenbmeno pode ser ref@@sepor um processo Markov
tempo-continuo onde o nascimento aumenta o estadavel por um lado enquanto a
morte o reduz pelo outro (Netial., 1997; Nei & Rooney, 2005).

Como discutido acima, durante a histéria evolutieaum grupo de organismos,
genes relacionados as mais diversas funcfes patasn@icados e, nestes casos, apos um
dado tempo, podem evoluir por diferentes trajesdda acordo com as pressdes seletivas
que estardo agindo sobre eles. A redundancia cpeldaduplicacéo provavelmente gera
uma redugcdo na pressdo seletiva sobre estes gesm@sitindo que mutacdes sejam
aucmuladas de forma mais flexivel. Com o tempasegeénes podem acumular tamanho
namero de mutacdes que se tornem afuncionaisedstaindo o processo que se denomina
de pseudogenizagdo. Alternativamente, processosubfincionalizacdo, que ocorrem
guando ambas as coépias compartiham o mesmo esfadoional, ou de
neofuncionalizacdo, quando uma das coOpias adquira movacao funcional, podem

também ocorrer com as multiplas copias (Ohno, 1970)

Uma vez duplicados os genes ou genomas, diversgasfevolutivas incluindo
selecdo, mutacdo e deriva genética ddo forma augdmldo ndmero de genes que
compdem uma familia génica. E, apesar de seu isgif 6bvio, muitas questdes
permanecem em aberto, por exemplo, que pressawaetgantém a funcéo original de
uma proteina ou que porcdes destas moléculas $@eniciadas neste porcesso. A
avaliacdo da fracdo de substituicbes nucleotidindnsnas (silenciosas) em relacao
aquelas ndo-sinbnimas que levam a substiuicdo deaados pode trazer alguma luz a
estes questionamentos (Wagner, 2001).

De forma geral, existem duas classes de métodatistisbs para se detectar a
ocorréncia de selecao positiva em sequéncias caddras de genes. Uma delas é baseada
na analise de frequéncias génicas utilizando ctoxeéie genética de populacbes (Teoria
da Neutralidade) enquanto que a outra utiliza $efiitegenéticos de selecdo positiva com
base na razde (Yang, 2006). Utilizando esta idéia, Messier en@re (1997) utilizaram
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um método no qual o objetivo era testar a adaptag@lecular nos genes da lisosima de
primatas. Essa estratégia baseia-se no fato deiguexcesso na razao entre a taxa de
mutacfes nado-sindnimas e sinbnimagdd pode ser um forte indicativo de selecdo
positiva ao nivel molecular. Os principais métodadizados atualmente sédo aqueles
implementados no pacote PAML (Plylogenetic AnalysfisMaximum Likilihood; Yang,
2007), o qual explora mudancas nas taxas evoluivagés da historia filogenética de um
grupo de espeécies ou genes. Os testes filogenéitestam selecdo positiva com base em
um exceco de substituicdbes de aminoacidos e poréEgierem que as sequéncias sejam
muito divergentes, tendo praticamente nenhum pestatistico quando aplicadas a dados
populacionais (Anizimovat al., 2002). Em contraste, os testes de Neutralidasend
preferencialmente ser conduzidos em conjuntos desdprovenientes de populacbes de
uma mesma espéecie ou no maximo entre populacéespéeies relacionadas. Nesse caso,
0 intuito do teste € detectar a tendéncia da fxagiformas possivelmente adaptativas em
algumas populagbes, o que poderia ser relacionadvareacbes geogréaficas ou
comportamentais envolvidas com dinamicas evolutikestas populacdes. Além disso,
existem casos em que genes divergiram ha tantotemmp 0s grupos ndo podem mais ser
tratados via uma abordagem em escala populacidmahioria dos testes também assume
um modelo de sitios infinitos, que pode ser quebrqdando sequéncias de espécies

diferentes sdo comparadas (Yang, 2006).

2) A familia génica das RNases T2

As ribonucleases catalisam a clivagem de RNA, akbiasobre substratos fita-
simples, dupla-fita ou hibridos DNA-RNA e sdo comgates celulares ubiquos. Muitas
pesquisas tem enfocado ribonucleases especificasagem sobre uma infinidade de
processos celulares, incluindo sintese de DNA, gzsamento de RNA, degradacéao de
RNA nuclear ou citoplasmatico, RNAI e defesa amivKuboet al., 2015).

As células também produzem um conjunto de RNasesiddades gerais que sao
secretadas normalmente ou concentradas em comgattisncelulares delimitados por
membrana, como lisossomos ou vacuolos. Essas engiclaem membros das familias da
RNaseA, RNaseT1 e RNaseT2. Sua classificacdo temo t@se tanto a similaridade de
sequéncia como a especificidade por substratoo€amente, alguns trabalhos sugerem
que membros das familias RNaseA (Rosenberg, 2008)aseT2 (Hillwiget al., 2011)
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frequentemente desempenham papéis relevantes emampla variedade de funcgdes
biolégicas. Além disso, as enzimas da familia RNagem recebido maior atencdo desde
que sua funcdo ubiqua foi determinada. Membrosad&shilia atuam contra virus
infectantes de células humanas, por isso, divasisios enfocam sua estrutura protéica e
atividade enzimética (Nakagawgal., 1999). Com isso, loci desta familia génica téno sid
estudados em uma ampla variedade de grupos taxco€ndomo bactérias, leveduras,
fungos, animais e plantas (Hayaehal., 2003; Roizet al., 2006).

As ribonucleases da familia T2 sdo uma classe g&pede endoribonucleases que
clivam o RNA fita-simples e exibem diversas func@eportantes para a biologia de
procariotos e eucariotos, estando também envoledasmecanismos de defesa contra
doencas em animais e plantas (Luhtala & ParkerQ)2®s ribonucleases da familia T2
sdo RNases do tipo transferase e sao classificlasordo com sua similaridade com a
RNaseT2 déAspergillus oryzae (Irie, 1999; Deshpande & Shankar, 2002). Estaghmeaw
catalisam a clivagem de RNA fita-simples atravesme?,3'-fosfato ciclico intermediario,

produzindo mononucleotidios ou oligonucleotidiosiaom 3-fosfato terminal.

Trés caracteristicas distinguem as ribonucleasesld®2 familias protéicas das
RNasesA e RNasesT1. Primeiro, sdo mais amplam@attiddidas, sendo encontradas em
virus, protozoarios, fungos, leveduras, animaidaetas (Deshpande & Shankar, 2002).
Em contraste, as enzimas da familia RNaseT1 existamente em bactérias e fungos
enguanto que aquelas da familia RNaseA séo freggmient animais. Segundo, o pH 6timo
para a atividade das ribonucleases T2 esta eraré,4diferindo com relagdo as enzimas
das familias RNaseT1 e RNaseA que apresentam udtipté alcalino (entre 7 e 8) ou
fracamente acido (entre 6,5 e 7), respectivamdasta atividade acida das enzimas
RNaseT2 é consistente com sua localizagdo prefatemas vacuolos ou lisossomos e
sugere gue a clivagem de seus proprios RNAs ddettom compartimento acido poderia
ser uma funcdo destas ribonucleases. Terceiroibasucleases T2 geralmente clivam
quaisquer das quatro bases nitrogenadas, enquaatmembros das familias RNAseA e
RNaseT1 tendem a ser especificos para pirimidinaguaninas, respectivamente (lrie,
1999; Deshpande & Shankar, 2002).

Como estas proteinas entram em uma rota secre¢tsia, geralmente séo
glicosiladas em células eucaridticas. Entretanfocdsos em que as proteinas RNaseT2

penetram no citoplasma. Por exemplo, em levedwaproteina Rnyl é liberada do
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vacuolo para o citossol durante o estresse oxmdfihompson & Parker, 2009). Além

disso, em alguns casos as ribonucleases T2 sexsgitadem ser internalizadas por outras
células, em um processo frequentemente citotoxara p célula alvo. Dessa forma, a
compartimentalizacdo de ribonucleases T2 e suagubste liberacdo no citossol devem

desempenhar um importante papel na modulacéo d#tisigade catalitica.

A estrutura e mecanismo de clivagem do RNA pormitlobeases T2 j4 sdo bem
compreendidos. Além disso, ha um numero significatle estruturas cristalografadas
pertencentes a membros da familia T2 de bact@i@sias e fungos, as quais tem revelado
uma estrutura/p central conservada (ld# al., 2001; Kawanaet al., 2002, 2003; Kimura
et al., 2004; de Leeuvet al., 2007; Kobayashet al., 2010). Duas regides conservadas de
ligagdo ao substrato, denominadas Bl e B2, tem siokervadas dentro de uma
concavidade localizada no centro da estrutura,cestialade frequentemente esta ocupada
por nucleotideos excisados (Kawas@l., 2002, 2003; Suzulet al., 2000; Numatat al.,
2003; Rodriguest al., 2008).

A catélise € promovida por um a trés residuos didima, usualmente dois, que
sdo encontrados em dominios conservados dessatnps{denominados CASI e CASII)
0S guais estdo localizados no sitio ativo da entiRadertset al., 1969; Nishikaweet al.,
1987). Semelhante a outras ribonucleases do tgnsferase, a clivagem do RNA pelas
enzimas T2 ocorre na forma de dois passos congesut transfosforilacdo e a hidrolise
(Kuriharaet al., 1996).

Em varios casos, membros da familia RNaseT2 ageno @gentes citotoxicos.
Um exemplo de proteinas RNaseT2 induzindo citotdade e modulando a fungéo imune
celular vem da analise de certas viroses, comaous dia febre suina e o virus da diarréia
viral bovina. Nestas viroses, um envelope de ghotginas, definido como Erns, tem um
dominio de RNaseT2 e atividade de ribonucleasen®bém € secretado por células
infectadas (Rumenaggf al., 1993; Schneidest al., 1993; Hulstet al., 1994).

Membros da familia RNaseT2 possuem uma surpreandivdrsidade de papéis
biolégicos. Embora suas func¢des basicamente recagasua atividade como nucleases,
existem alguns genes sem atividade ribonucleotigiegano entanto mostram um padréo
de expressao alterado durante experimentos dessstbedtico e abidtico. Apesar disto,
ndo esta clara qual seria a funcdo biologica destateinas (Hillwiget al., 2010;
Macintosh et al., 2010), sugerindo que outras fungbes possam sependentes da
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atividade de nuclease dessas enzimas e o enterididestas funcbes poderia revelar
novos papéis especificos para membros da familiasBN?2 (Luhtala & Parker, 2010).
Outro exemplo interessante de membros da familiaseN'2 como agentes citotoxicos

vem das bem caracterizadas S-RNases.

Mecanismos de resisténcia a patégenos em plamdsta tem sido associados a
aumento na expressao de RNasesT2, como a acaixici#oproduzida pelas células de
Nicotiana tabacum quando infectadas pelos funglBkytophthora parasitica e Fusarium
oxysporum, inibindo o alongamento das hifas e reduzindofecgéo parasitaria (Huget
al., 2002).

3) Auto-incompatibilidade em plantas

Darwin ja havia reconhecido o fendbmeno da autormmatibilidade em plantas
durante seus estudos, embora por desconhecer @dasspelacionados aos mecanismos
biologicos de heranca, denominou o processo conmwemterilidade em seus trabalhos
(Darwin, 1877, 1878). Além disso, ele conduziu tdes experimentos demonstrando 0s
beneficios da fecundacgdo cruzada e os efeitosimegato endocruzamento em plantas.
Com isso, ele percebeu que os beneficios da fec@aderuzada eram suficientes para
direcionar a evolucdo em direcdo a emergéncia dsist@ma de auto-incompatibilidade
(McClure, 2009).

A maioria das angiospermas apresenta flores am@®giu mondicas. Com isso,
diversos mecanismos foram desenvolvidos para pieeerauto-fecundacdo. Espécies
didicas sao raras, representando apenas 5-10%sgasies de plantas (Armstrong &
Filatov, 2008). Entre os mecanismos que dificultanautopolinizacdo, pode-se citar a
hercogamia, que é a separacdo espacial dos \astiepprodutivos, e a dicogamia, que € a
separacao temporal na maturidade dos verticiloodegivos (Leite & Machado, 2010).
Por causa dessa proximidade espacial e temporna estorgaos reprodutivos na flor,
muitas angiospermas desenvolveram estratégias ufees que previnem o

endocruzamento e favorecem a heterozigose ($t@he 1999).

Estas estratégias sdo responsaveis pelo reconmtcimeejeicdo do proprio polen,
impedindo tanto a autogamia como a geitonogamiatianjanaet al., 2009) e podem ser
divididas em duas categorias de acordo com a nogifol floral: homomorficas e
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heteromorficas. Espécies com flores homomoérficas méis comuns e apresentam um
anico padrdo morfolégico, podendo apresentar sadenmoleculares de auto-

incompatibilidade. J& espécies com flores heterboadr apresentam mais de um padrao
floral, dessa maneira garantem que flores com rogitd diferente sdo capazes de trocar
polen através do polinizador, enquanto que floos a mesma morfologia sdo incapazes
de trocar pélen entre si. Este mecanismo tambépyida por um sistema genético de
auto-incompatibilidade. Contudo, diversos fatorex@micos também estdo envolvidos no
mecanismo heteromoérfico, como o reconhecimento efieshadura entre estruturas de
ornamentacdo da exina do pélen com as criptas perfzie estigmatica e relacdo do

comprimento dos filetes e do estilete (Stone & G@prR2001).

Historicamente, a auto-incompatibilidade em plateas sido associada a um anico
locus com multiplos alelos, o locus S. Com os awamtecorridos da evolucéo das técnicas
de biologia molecular, descobriu-se que na reafidaaviam no minimo dois produtos
proteicos responsaveis por este mecanismo, cadliicpor genes fortemente ligados. De
forma que um seja transcrito apenas no pistilo @miguque o outro € transcrito na antera,
no polen ou ainda no tubo polinico. Esses sistateasompatibilidade sdo baseados no
reconhecimento de produtos celulares especifievglosusado para regular a aceitacao ou
rejeicdo do polen depositado sobre o estigma. Asssngréos de polen incompativeis sédo

reconhecidos e seletivamente inibidos (Franklingr&r~ranklin, 2003).

Alguns evolucionistas sugerem que um dos maiorasgs evolutivos envolvidos
no grande sucesso adaptativo que causou a dieacsib das Angiospermas seja o
desenvolvimento de mecanismos de auto-incompadiilié, j& que teoricamente estes
sistemas estdo associados com uma maior capactad®nservacdo da diversidade
genética intraespecifica (Barret, 2003). Diverssmidons tem demonstrado que espécies
alégamas apresentam uma diversidade genética aupqtielas autbgamas geneticamente
relacionadas. Apesar disso, a autogamia ou a glrddstema de auto-incompatibilidade
podem ter tido um papel evolutivo importante paspéeies em processo de expansao
populacional, assim como espécies invasoras. Basit@, existem duas possiveis causas
para uma vantagem evolutiva e consequente perdastiona de auto-incompatibilidade
em uma linhagem: a auséncia de um polinizador aelta fle parceiros compativeis.
Diversos cenarios evolutivos podem estar envolvichos estes processos, dentre eles a

expansao geografica. Por exemplo, a expansao dieagpéla dispersdo de suas sementes
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poderia ser limitada pela auséncia de parceirospatinveis ou do polinizador na nova
regido (PySelet al., 2011).

Além disso, a maioria das espécies cultivadas detasd sdo autégamas, contudo,
frequentemente seus parentes selvagens sao aatopativeis. Esse fenbmeno se deve a
dois fatores: (1) que espécies autdgamas sao taddmmelhoradas, ou seja, a selecao de
caracteres de interesse agrondmico é facilitadgagmsibilidade de endocruzamento; e (2)
gue essas espécies apresentam uma maior homogkeneidafoldgica, o que é um pré-

requisito para uma boa cultivar (Liu & Burke, 2006)

4) Os sistemas proteicos de auto-incompatibilidadam plantas

As estratégias de auto-incompatibilidade homomasfisdo tratadas com maior
detalhamento abaixo, jA que estas sdo amplamesitéodidas entre as Angiospermas e
tem sido melhor compreendidas do ponto de vistaccntdr. Elas sdo basicamente
divididas em duas classes, 0 sistema esporofiticgametofitico, em funcdo de como o
reconhecimento do fator polinico € realizado ndilpjsse reconhece ambos os alelos
presentes na planta doadora de pdélen ou se apenaklm presente no poélen,
respectivamente (Stone & Goring, 2001). Ha tambéma wutra subdivisdo baseada no
modo de interacdo dessas proteinas, o qual podeose&uto-reconhecimento, quando a
proteina reconhece e interage com aquela do meapiotipo para a rejeicdo do préprio
pélen. Ou ainda por auto-ndo-reconhecimento quandéo interacdo das proteinas do

mesmo haplotipo resultam na rejeicao do auto-p@enet al., 2015).

Diversos autores tém sugerido multiplas origengpeddentes para os sistema de
auto-incompatibilidade, tanto gametofitico comoagsfitico (Rideet al., 1999; Fobis-
Loisy et al., 2004; Tantikanjan&t al., 2009; Aguiaret al., 2015). Entretanto, enquanto
algumas familias de plantas apresentam sistemasautie-incompatibilidade bem
caracterizados aos niveis fisiologico e molecidamaioria das familias de plantas ainda
nao teve o modelo molecular determinado. Isto pede também um reflexo da
diversidade funcional e molecular dos genes endos/na expressao deste fenbmeno, de
forma que mudltiplos modelos proteicos tenham sidorutados paralelamente para a

mesma funcao (Hiscoak al., 1996).
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As S-RNases tem sido bem caracterizadas em sistgenasto-incompatibilidade
gametofitica em dicotiledéneas, sendo encontradasfamilias Solanaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Campanulaceae e Plantaginaceae (Fraiokim& Franklin, 2003). Apesar de
diversas familias apresentarem o sistema de acborpatibilidade gametofitica
governado pela S-RNase, uma das familias onde canisenos fisiol0gicos e bioquimicos
tém sido melhor compreendidos é a familia Solaraqear isso ela tem sido amplamente

usada como modelo para estudos evolutivos da actoapatibilidade em plantas.

As S-RNases séo proteinas exclusivamente expresspistilo, as quais séo logo
secretadas na matriz extracelular (Andetai., 1986; Jahnest al., 1989). Elas também
apresentam um dominio de ligacdo a pequenas paetedacretadas durante todo o
desenvolvimento do tubo polinico (Letial., 2000). Quando um grao de polen compativel
germina, ele produz uma proteina SLF (S-locus F}yBgwe possui o dominio
complementar aquelas S-RNases secretadas pelo.fdistia vez que as duas proteinas se
complexam, ocorre a poliubiquitinacdo da S-RNaseh@uclease ndo é mais capaz de
realizar a degradacdo de RNAs e é direcionada garadegradada no proteossomo.
Contudo, se um tubo polinico incompativel penetrgistilo, ndo ocorre a formacgéo do
complexo proteico e, consequentemente, as ribcesetesecretadas pelo mesmo penetram
no tubo polinico causando o cessamento do crestwreemfuncéo da degradacédo do RNA
ribossomal (McClurest al., 2011). Um grande numero de alelos € encontradesp@cies
de Solanaceae, alcancando até 35 alelos por egppoendo apresentar uma diversidade

espantosamente alta em sequéncia de aminoacideskbal., 2011).

Estudos pioneiros que investigaram as proteinasstilete de diferentes gendtipos
S encontraram proteinas associadas com a auto{iatidnitidade. Analises dessas
proteinas estilares ddicotiana alata resultaram na identificacdo de uma S-glicoproteina
de aproximadamente 32 kDa que exibia uma ligac@étigpa com o locus S (Andersen
al., 1986). Com isso, andlises de um grande numeroadantes desses genes dentre
diferentes membros da familia Solanaceae revelag@nsuas sequéncias sao altamente
polimorficas, variando entre 39% e 98% de simikmdliel (Andersoret al.,1989; Aiet al.,
1990; Clarket al., 1990; loergeket al., 1991; Kheyr-Pouet al., 1990; Xuet al., 1990).

Uma observacdo interessante com relacdo a evollgéialelos S nas familias
Solanaceae (Richman & Kohn, 2000) e Rubiaceae (Kaval., 2011) é o padrdo de

evolucéo trans-especifica ou trans-genérica dedtesalelo encontrado em uma espécie
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pode ser mais relacionado geneticamente a um piekente em uma outra espécie ou
género do que a outros alelos presentes em sudgegpécie. Esse fendmeno evidencia
que a origem das linhagens alélicas € anteriorvargificacdo das espécies nas quais
atualmente séo encontrados. A evolucao trans-dgaetimbém tem sido reportada para o
sistema de auto-incompatibilidade esporofitico éssécies de Brassicaceae (Fobis-Loisy
et al., 2004) e em outros genes sabidamente sob selelgdwda@dora, incluindo os genes

de MHC classe Il de vertebrados (Consuegraal., 2013) e o0os genes de auto-

reconhecimento de alguns fungos (#al., 1998).

Em Papaveraceae, assim como nas espécies de ®alanacsistema de auto-
incompatibilidade homomorfico gametofitico é gecestiente controlado por um anico
locus polimérfico, também denominado locus S (Lawwecet al., 1978; Poulteret al.,
2011). Contudo, em contraste ao que ocorre em &#ae, durante a resposta de auto-
incompatibilidade a inibicdo do pdélen ja ocorre saperficie do estigma, antes ou
imediatamente apos o inicio da germinacdo (Frafiidimg et al., 1992). Muito embora
nao hajam maiores similaridades entre os sistemasi-incompatibilidade gametofitica
encontrados nestas duas familias botanicas. Esmdiesulares corPapaver rhoeas tem
mostrado que o produto S do pistilo bem como o misge para o reconhecimento do

auto-polen sao bem distintos daqueles de Solan§Seaee & Goring, 2001).

Em Papaver, os determinantes S compreendem as proteinascBd#®adas pelo
locus S expresso no pistilo e PrpS codificada peemo locus expresso no polen (Poulter
et al.,, 2011). A proteina PrsS ja foi identificada ha algtempo (Footest al., 1994;
Walker et al., 1996; Kurupet al., 1998), embora s60 mais recentemente tenha sido
denominada como PrsBgpaver rhoeas stigma S determinant) com o objetivo de fornecer
uma nomenclatura mais clara (Wheeteml., 2009). A proteina PrpSPépaver rhoeas
pollen S determinant) foi descoberta posteriormentrsS por estes mesmos autores e
suas sequéncias indicam que ela é uma proteinemedls kDa) e altamente hidrofébica.
Evidéncias moleculares sugerem que esta seria toteina transmembrana, localizada na
membrana plasmatica do tubo polinico e que poasuim dominio externo envolvido com
a ligacdo e reconhecimento da PrsS, sendo respngéw desencadeamento de um
processo de degeneracdo da actina e do citoesgueldubo polinico, que acabam por
levar a morte destas células (Pouéteal., 2011). Atualmente, mais de 60 alelos ja foram
descritos paraPapaver, com um alto grau de polimorfismo entre as segaénde

aminoacidos, variando entre 40 a 50% de similagdsdheeleet al., 2010).
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As espécies da familia Poaceae também apresentansistema de auto-
incompatibilidade homomorfico, contudo nesta famnitiois loci independentes sao
responsaveis pelo controle desta caracteristidacoS e Z (Biaret al., 2004; Klaast al.,
2011). A inibicdo do polen é rapida e ocorre naedigie estigmatica (de Nettancourt,
1977). Entretanto, um terceiro locus, independdogedois loci anteriores, denominado de
T, tem sido reportado como um gene modificador fgeguentemente pode interferir no
sistema de auto-incompatibilidade, causando a guidste sistema pelo lado polinico, de
forma que a proteina do polen ndo € expressa e tosieestigmas aceitam seu polen
(Thorogood & Hayward, 1991; Hayman & Richter, 1992)

A familia Brassicaceae também tem sido muito eslda bem caracterizada
guanto ao seu sistema genético de auto-incompdédé esporofitica. Este sistema é
independente da S-RNase, embora também seja gdeepoa duas proteinas fortemente
ligadas. Uma dessas proteinas € produzida noopiatiERK (S locus receptor kinase) e a
outra esta presente na parede do grédo de poéle@Ra(S locus cysteine rich). Neste
sistema o0 poélen incompativel ndo penetra o estigho@ndo proteinas SCR e SRK do
mesmo grupo de ligagdo se encontram, desencadeigonacesso fisioldgico que culmina
com a rejeicdo do poélen incompativel (Skiwal., 2004). Este processo é dependente de
diversos genes modificadores (Tantikanjanal., 2009). A origem deste sistema de auto-
incompatibilidade tem sido hipotetizada como senumofilética (Fobis-Loisyet al.,
2004). Ha também um alto grau de polimorfismo reegines, sendo encontrado até 40%
de divergéncia entre sequéncias de aminoacidos@eimas SRK (Nasralladt al., 1987;
Schierupet al., 2001), enquanto que no maximo 30% de divergén@acéntrada entre
alelos SCR da mesma espécie, provavelmente dewvig®@ueno tamanho das proteinas
SCR (Watanabet al., 2000; Kusaba et al. 2001). O numero de alelosnastbs para o
locus S é geralmente grande, sendo reportado®Ri? @mlberis (Bateman, 1955), 34 em
Raphanus (Sampson, 1957), 50 emBrassica oleracea (Brace et al., 1994) e 30 em
Brassica campestris (Nouet al., 1993).

Apesar de Asteraceae também apresentar auto-intibifigade esporofitica,
estudos tem sugerido uma origem independente peEwasstema e a auséncia de
homologia entre estes sistemas e os outros amene descritos (Timnet al., 2006). A
proposta destes autores para 0 cenario evolutive pnavavel para as Angiospermas € o
recrutamento independente de proteinas multiplagsvpara o surgimento de sistemas de

auto-incompatibilidade esporofitica, com isso, aleydo de diferentes blocos génicos
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teria modulado esta caracteristica em diferentaflites de plantas, tal qual ocorre na auto-
incompatibilidade gametofitica (Uyenoyama, 1995hntddo, o mecanismo molecular
ainda permanece desconhecido nas Asteraceae, emlbimra alguns estudos indiquem que
seu sistema de auto-incompatibilidade ndo € comglatbm quaisquer dos sistemas ja
conhecidos, apesar de apresentar algumas simdasdeom o sistema encontrado nas
Brassicaceae (Alled al., 2011).

5) Justificativa

Muitos estudos tem sido realizados desde a dedeokes sistemas de auto-
incompatibilidade em plantas com o objetivo de d&rézd-los em nivel molecular e
entender seu mecanismo fisiologico. Com isso, rauitados de sequéncia, estrutura de
proteinas e interacdes proteicas foram acumula@dss Uitimas duas décadas, o que
viabiliza multiplos estudos evolutivos a partir sles dados. Como ndo ha muitos estudos
correlacionando a evolugdo molecular e a biologteutural dessas proteinas em plantas,
justifica-se o uso de abordagens evolutivas e deéefagem molecular com enfoque na
compreensao dos processos de diversificacdo fualcidessas proteinas na familia
Solanaceae. Solanaceae esta entre as familias e@wn mimero de organismos modelo,
além de varias espécies com genomas completosrsia@es e 0 mecanismo de auto-

incompatibilidade mais bem conhecido ao nivel mdbac

Como discutido acima, ha uma grande quantidadeadesdexperimentais para
estas proteinas, contudo ainda ha muito a serraxjgd@om relacdo aspectos comparativos
sobre a diversificacdo funcional, caracteristicasruturais, estratégias evolutivas e
relacdes filogenéticas de genes pertencentes da@y@nica das RNasesT2. Apesar da alta
diversidade de sequéncias encontrada nesta fagéiliaa, sua estrutura e funcdo parecem
ser conservadas ao longo de sua histoéria evolwtora,especificidades parecendo estarem

mais relacionadas aos 0rgaos de sua expressao.

6) Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a dfeacdo molecular, estrutural e

funcional de RNasesT2 na familia Solanaceae, bemocanalisar 0os mecanismos
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evolutivos pelos quais sua ampla diversificacdorreconeste grupo e correlacionar a

diversidade alélica dentro de seus loci.

d)

f)

9)

h)

Como obijetivos especificos tivemos:
Descrever a historia evolutiva dos alelos de S-RblastSolanum;
Determinar os residuos de aminoacidos sob selexgitiva entre alelos dgolanum;

Compreender as diferencas estruturais entre osediés alelos encontrados em S-

RNases d&olanum;

Avaliar o impacto estrutural de algumas substitesce aminoacidos tanto em regides
conservadas como em regides hipervariaveis de SédN&Solanum,;

Descrever a histéria evolutiva dos genes de RNaseT3olanaceae;

Identificar os residuos de aminoacidos sob selgudsitiva como um sinal de

diversificacao funcional;

Compreender as diferencas estruturais entre aslagses encontradas nas RNasesT2

de Solanaceae;

Avaliar o impacto estrutural de algumas substitesc@le aminoacidos na estrutura

tridimensional de RNasesT2 em Solanaceae.

7) Estrutura da Tese

Esta tese foi dividida em capitulos que correspond®s diferentes artigos,

resultantes dos experimentos desenvolvidos e cqidedo os diferentes objetivos do

trabalho.

No primeiro capitulo, o artigo ja publicado no peico Molecular Genetics and

Genomics, contemplando os objetivos especificos a, b, cdescreve padrbes estruturais

de diversificacdo alélica em S-RNases presentg&neroSolanum.

No capitulo dois, artigo em preparacdo para semstibo a revistaviolecular

Biology and Evolution, foi realizado um estudo sobre os padrbes evolutigode
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divergéncia estrutural dos membros da familia géRitlase T2 em Solanaceasferente
aos objetivos especificos e, f, g e h.

A Ultima parte da tese é composta por uma discudsdaesultados obtidos nos
capitulos anteriores, sintetizando os principaisados em relacdo ao objetivo geral da

Tese.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente Tese aborda aspectos teoricos reladsnadevolucdo molecular e
biologia estrutural das S-RNases &ke-RNases na familia botanica Solanaceae. Sabe-se
que essas proteinas fazem parte da categoria daseRNo tipo transferases, que séo
classificadas em trés principais familias com baseeu peso molecular e especificidade:
RNase A, RNase T1l e RNase T2. As principais caiatitas que distinguem essas
enzimas sao seus pontos isoelétricos, pH étimpecdkidade ao substrato (de Leeatw
al., 2007). A RNase A é encontrada principalmentengamiferos e tem preferéncia por
pirimidinas, a RNase T1 esta presente em fungosiotetias, enquanto a RNase T2

encontra-se amplamente distribuida em todos osgéinuhtala & Parker, 2010).

A familia proteica das RNases T2 possui muitasdasagioldgicas distintas, dentre
as quais podem ser citadas a digestdo extracelddar polirribonucleotideos, a
remobilizacdo de fosfato a partir de RNA em conelsc@e deficiéncia de fosfato, a
protecdo contra patdégenos, a prevencao da auilzégdo, entre outras, indicando
claramente a ocorréncia de processos de diveigficduncional. Tradicionalmente, séo
classificadas de acordo com a similaridade em @elacenzima RNase T2 deapergillus
oryzae (Kawataet al., 1988). Com relacdo as proteinas T2 RNases déaplahd trés
grupos principais classificados de acordo com alaiilade de sequéncia, funcdo e
organizacdo génica. As Classes | e Il englobamldseRNases, sendo que as primeiras
possuem menos de quatro introns e as ultimas meaggiatro introns. Ja a Classe Il é
constituida pelas S-RNases, que sao glicoprotedméracelulares presentes em, pelo
menos, trés familias botanicas distintas: Solamgdeasaceae e Plantaginaceae (lgic &
Kohn, 2001). Possuem atuacdo fundamental no sistlemauto-incompatibilidade em

plantas e tém sido alvo de diversos estudos niosadtanos.

Com o objetivo de identificar os genes envolvidasespecificidade do pistilo,
foram identificadas proteinas do pistilo que mastna associacdo aos haplétipos S e
apresentavam diferencas em peso molecular e/oo Ew#létrico (Andersost al., 1986).
Estas proteinas foram tratadas como possiveis datadi para produtos alélicos do gene
pistilar responsavel pela auto-incompatibilidadesperava-se que houvesse variacoes em
suas sequéncias de aminoacidos, em funcdo dasdgaesncas moleculares. Assim,
Anderson e colaboradores (1986) realizaram a prandscricdo do gene da S-RNase na

espécieNicotiana alata. No entanto, sua natureza bioquimica ndo havia daterminada
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até entdo. Isso ocorreu somente apos a descrigdionaigira sequéncia pertencente a uma
RNase T2 de fungos (Kawata et al. 1988), que cdifipmra homologia de seus dominios
cataliticos e outros dominios conservados com m&saalélicas de S-RNases (McClete
al., 1989). Adicionalmente, foi demonstrada a atig@laibonucleotidican vitro das S-
RNases. Posteriormente, o0s primeiros experimentos1 dransformacdo genética
determinaram definitivamente que a S-RNase eraateipa responsavel pela auto-
incompatibilidade por parte do pistilo, 0 que feidenciado a partir de resultados de
ganho e perda de funcdo deste gene (Mueled., 1994). Aléem das S-RNases serem
restritas ao pistilo, sua sintese é realizada,cipaimente, pelas células do tecido
transmissor do estilete. Subsequentemente, séetadms no espaco extracelular do trato
transmissor do estilete, sendo que é mais abundgentgeu no terco superior, onde a

rejeicdo do tubo polinico incompativel ocorre édal., 1990).

As S-RNases apresentam um alto grau de diversidadica, podendo
compartilhar apenas 38% de identidade entre d@ksalque apresentam sequéncias
altamente divergentes (McCubbin & Kao, 2000). Cdotuisso € esperado para uma
proteina envolvida neste tipo de reconhecimentooparacdo dessas sequéncias revelou
um padrdo uniforme, caracterizado por cinco domsimonservados (C1 a C5) e dois
dominios hipervariaveis, HVa e HVb (loergeral., 1991). Alguns estudos de selecéo
positiva, utilizando métodos baseados na identifioade um aumento estatisticamente
significante na taxa de substituicbes nao-sindnierasrelacdo as taxas de substituicoes
sinbnimas nestas regides hipervariaveis, relatarama riqueza de sitios positivamente
selecionados nestes dominios. Rapitulo Il da presente Tese, Brisolara-Corréa e
colaboradores (2015) demonstraram evidéncias dacauda selecdo positiva nas S-
RNases do génercdolanum, corroborando estudos anteriores que utilizarama um
amostragem muito menor e ndo focada nesse géniém. disso, demonstraram diversas
mudancas estruturais em algumas regides das @st8hiRNases, que foram modeladas
computacionalmente para diferentes grupos de S-&8\is géner&olanum, que parecem
ter um papel relevante no fenotipo de especifi@dadtilar. O fator polinico relacionado a
este sistema foi identificado apenas posteriormgraieet al., 2002) e seu produto génico
esta localizado no citoplasma do tubo polinico (gv&rXue, 2005). No entanto, ainda n&o
se conhece o modo pelo qual as ribonucleases demsisS s&o internalizadas,
atravessando a parede celular e a membrana plaardas células alvo. O dominio F-Box

esta localizado na regido N-terminal da proteingpagece ser necessario para a
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funcionalidade da proteina (Memgal., 2011). J& sua especificidade no reconhecimento
de S-RNases tem sido relacionada a um dominiorfiistel de interagédo entre proteinas
(Williams et al., 2015).

Estudos sobre as RNases T2 ganharam um grandesongpbs a constatacdo de
que todas as glicoproteinas S-RNases estudadastat® associadas ao locus S da auto-
incompatibilidade gametofitica em plantas, pertemca mesma familia génica. Diversos
estudos foram realizados posteriormente com intiet@ompreender a estrutura génica e
0S mecanismos de evolucado relacionados as prot8hfitidases, entre eles a clonagem
molecular de genes e a transformacédo genética gsitalos funcionais, bem como
experimentos de expressdo génica em diferentes msnueste grupo de genes. No
entanto, nenhum estudo relacionou os aspectostevsldas S-RNases elike RNases
aos aspectos estruturais. Dessa forma, um dososéat presente Tese reside justamente
no fato de, pela primeira vez, ter sido avaliadismpacto que a aceleracdo das taxas de
substituicGes ndo-sinbnimas possui na estrutwtanensional das proteinas pertencentes
as Classes I, Il e Ill das RNases T2 em plantas,especial, na familia botanica
Solanaceae.

No Capitulo Ill desta Tese, métodos estatisticos classicamenmntadgs a area de
evolucdo molecular bem como métodos tedrico-concmriais para simulacdo de
proteinas foram utilizados para o estudo das RNagem Solanaceae. A historia
evolutiva dessas proteinas indica a formacdo de di@los principais, estatisticamente
bem suportados, um representando as S-RNases efioentes as Bke RNases. Além
disso, diversos aminoacidos foram identificados @woestando submetidos a selecdo
positiva no conjunto de dados que incluia proteitas Classes |, Il e Ill. A fim de
verificar se alguns ramos da arvore filogenéticaspam taxas de substituicbes néo-
sinbnimas aceleradas, foram utilizados métododiststas representados pelo teste de
branch-site, implementado pelo pacote PAML. O Clado 3, reprizsio pelas S-RNases, e
o Subclado 3 do Clado 2 referente a RNases tipkerossuem aceleracdo das taxas de
substituicdo nao-sinbnimas em relacdo as taxasulstitslicdo sindnimas. Todos 0s
residuos positivamente selecionados foram indicadss estruturas tridimensionais de
proteinas do tipo S-RNases dil& RNases. Interessante comentar que a grande maioria
dos residuos de aminoéacidos indicados como pasiéxge selecionados pelo tebissites
do pacote PAML encontram-se nas regides de madaibflidade das proteinas, como

evidenciado pelo RMSFRfot mean sguare fluctuation). Enquanto que os residuos
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positivamente selecionados indicados pelo testech-site encontram-se em regidées mais
rigidas das estruturas proteicas. A maior parterdsgluos sob selecdo positiva nas S-
RNases estao localizadas nas regides hipervaridi¥&ise HVb, correspondentes a regides
de coil com alta flexibilidade, que tém sido consideradasio as regides responsaveis
pela especificidade alélica. Portanto, ndo é sarmutente que haja uma pressao seletiva
para 0 aumento da variabilidade de aminoacidosamesgides, tendo em vista a sua
funcao bioldgica. Com relacédo adike RNases, nossa hipotese € a de que os residuos sob
selecdo positiva nessas proteinas sejam aqueledegamm a diversificagcdo funcional
nessas enzimas, fungdes diferenciadas essas querantse exemplificadas na literatura.
Um outro aspecto importante que diferencia estalmente as S-RNases dadil@
RNases refere-se ao maior numero de residuos dimicos que possuem. A analise de
superficie hidrofobica e hidrofilica acessivel atvente (SAS) indica uma maior area
hidrofébica em relacdo a hidrofilica nas S-RNag&smjuanto que nas I8« RNases essa
relagéo se inverte, com uma maior superficie hilitafacessivel ao solvente. Além disso,
estdo descritas nGapitulo 11l varias outras mudancas estruturais que diferenessas
classes de enzimas. Todas as andlises estruttgaenfes nesse Capitulo foram realizadas
considerando-se como ponto de partida as estrutiiladaensionais obtidas por difracao
de raios-X presentes nos bancos de dados. Apddasiies de dindmica molecular por
120 ns, varias modificacdes estruturais foram exddelas nas S-RNases ¢il& RNases,

entre elas, modificacdes em alfa-hélices e fitéa.be

Um aspecto interessante que néo foi avaliado nést®e é o papel da N-
glicosilacdo na funcédo das S-RNases, uma vez gssupm um sitio de N-glicosilacao
conservado representado por Asn28, tendo comcérefier a estrutura PDB ID: 1100.
Esse sitio esta localizado na superficie da prateindo esta proximo nem do sitio ativo
nem das regides hipervariaveis. Williams e colatbares (2015) mostraram que as S-
RNases mantem sua atividade catalitica no estaulgli@silado, sendo sugerido que séo
deglicosiladas logo apdés a sua absorcdo pelo tubmign. Considerando que trés
diferentes estruturas de N-glicanas compostasis@ $gto residuos de agucar podem estar
ligadas ao sitio Asn28, seria interessante avaliaimpacto que essas diferentes
composicoes tém na estrutura proteica. Adicionalejea dinamica das S-RNases
glicosiladas poderia ser comparada a dinamica déde RNases para que possamos ter
uma melhor ideia do quanto essa estrutura adiciomatibui para a diferenciagéo entre
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essas diferentes classes de enzimas, tendo engusstas 3ike RNases ndo apresentam
sitio de glicosilacao. Esse seria um ponto imptetarser avaliado em estudos futuros.

Nessa Tese foi realizada uma extensa avaliacdong@acio de residuos de
aminoacidos selecionados positivamente na estrtidienensional de proteinas RNases
T2 das Classes |, Il e lll da familia botanica 8afzeae. Adicionalmente, foram descritos
novos aspectos relacionados ao processo de divacsib desses alelos e genes. Isso
exemplifica a importancia de associarmos estudoslugwos e estruturais para a

compreensao de fendbmenos moleculares em familildgémicas.
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