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RESUMO

Um dos maiores objetivos na ciéncia atual é poder relacionar alteragdes nos genes
a mudangas nas morfologias de organismos multicelulares. Além disso, é importante
poder determinar se estas modificacdes foram obras do acaso ou se a selegdo natural
teve um papel central moldando a forma e o tamanho das criaturas vivas. A busca por
nutrientes e sua utilizagdo € uma das questdes mais basicas para a sobrevivéncia de
uma espécie. Em mamiferos a diversificacdo e especializacdo dos dentes para triturar,
rasgar e mastigar diferentes tipos de comida possibilitou um incremento na geragao de
energia e representou uma inovagao chave para a sobrevivéncia deste grupo. No
presente estudo foi investigado o gene PAX9, que codifica um fator de transcrigao
chave no desenvolvimento da denticdo de mamiferos. Para 125 individuos de origem
amerindia foi seqlienciado o exon 3 (138 pb), conjuntamente com as regides intronicas
flanqueadoras 5°e 37(232 pb e 220 pb, respectivamente) e os dados integrados com
a informacao disponivel para a mesma regido de 115 individuos de diferentes origens
geograficas. Além disso, os exons 2, 3 e 4 (627 pb, 138 pb e 240 pb respectivamente)
foram seqienciados do DNA de 25 espécies de mamiferos e agrupados com os dados
disponiveis de mais 29 espécies.

Em humanos, o polimorfismo Ala240Pro possui uma distribuicdao variada entre os
Amerindios da América do Sul e estad presente em Esquimds, Asiaticos e Europeus,
mas ndo estd presente entre os Afro-Americanos. O panorama que surge é que
provavelmente a partir da saida da Africa a frequéncia da mutacdo Ala240Pro
aumenta, sendo possivelmente selecionada positivamente, o que pode estar
relacionado a agenesia do terceiro molar, ou ainda, estar associado a genes
conectados a adaptacdes ao frio. Com a chegada dos Amerindios a regides equatoriais,
outro cenario parece dominar a evolucdo do exon 3, seja pela perda inicial da possivel
vantagem adaptativa, ou por causa da acdo da deriva genética amplamente
documentada nestas populagdes. Provavelmente em algum momento na histéria
destas populagOes, fatores casuais poderiam ter sido preponderantes as restricoes
funcionais da proteina. Em geral, hd uma maior variabilidade em nivel de aminoacidos
no exon 3 considerando todos os mamiferos estudados quando comparada com a do
exon 2, ficando o exon 4 numa posicdo intermediaria. O exon 3 seria um exemplo

notavel de uma situagdo que conferiria “evolvabilidade” ao PAX 9.
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ABSTRACT

One of the main goals in science today is to establish the relation between gene
changes and variations in the morphologies of multicellular organisms. In addition, it is
important to determine if these changes were randomic or whether natural selection
had a central role shaping the form and size of living beings. Searching for nutrients
and its use is one of the most basic issues for a species survival. In mammals teeth
diversification and specialization to grind, tear and chew different types of food were a
key innovation that allowed an increase in the generation of energy and in the survival
of this group. In this study an investigation was performed in the Paired box gene 9
(PAX9), which codes for a transcription factor that was a key factor in the development
of mammal dentition. A total of 125 persons from Amerindian populations were studied
by sequencing the PAX9 gene exon 3 (138 base pairs) as well as its 5 and 3 "flanking
intronic segments (232 bp and 220 bp, respectively) and the data integrated with the
information available for the same genetic region from 115 individuals of different
geographical origins. Moreover, exons 2, 3 and 4 (627 bp, 138 bp and 240 bp,
respectively) were sequenced from DNA of 25 mammalian species and the results
combined with the data available from other 29 additional species.

In humans, the Ala240Pro polymorphism has a varied distribution among the
South American Amerindians and is present in Eskimos, Asians and Europeans, but it is
not present among Afro-Americans. The pattern that emerges is that probably starting
with the out-Africa migration, and possibly as a result of positive selection, the
Ala240Pro mutation frequency increased, that could be related to third molar agenesis
or an associated gene connected to cold adaptation. With the Amerindian arrival again
in equatorial regions, another pattern seems prevalent in exon 3 evolution, either due
to the loss of a possible initial adaptive advantage, or to the action of genetic drift,
widely documented in these populations. Probably at some point in the history of these
populations, random factors could have been dominant despite the protein functional
restrictions. In a general way, there is a greater variability at the amino acid level in
exon 3 of all mammals considered when compared to exon 2, exon 4 occupying an
intermediary position. Exon 3 would be a remarkable example of a condition that

would confer PAX9 evolvability.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

I-1. Consideracoes Gerais

Vivemos em um universo que se expande, em um planeta onde a
vida surgiu ha aproximadamente quatro bilhdes de anos em oceanos
primitivos. E desde entdo os organismos estao em constante mudanca.
H& cerca de 100.000 anos atrds, na Africa, surgiram os primeiros
humanos modernos. Somos fruto de uma intensa evolucao bioldgica e
cultural. Desde o inicio olhamos para os céus e para nds mesmos e
perguntamos: De onde viemos? O que somos? Para onde vamos?. Na
busca por respostas, foram alcancados feitos cientificos extraordinarios.
Inclusive técnicas que permitiram a investigagdo em nivel do DNA.
Através desta molécula recontamos a histdria, revelamos processos
evolutivos, estabelecemos novos paradigmas e vivenciamos uma era de
progressos, que abre um enorme leque de possibilidades para novas

pesquisas e debates. A ciéncia, assim como a vida, também evolui.
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I-2. Caixa de Ferramentas

Aproximadamente a 530 milhdes de anos, surgiu a “caixa de
ferramentas genéticas basicas” dos metazoarios (Kirschner e Gerhart,
1998). Protozoarios, fungos, vegetais e animais compartilham genes
mestres que determinaram as caracteristicas iniciais responsaveis pela
diversificacdo deste grupo. Por tanto, uma das mais surpreendentes
descobertas da atualidade é que a maioria dos animais, ndo importando
como sao diferentes na aparéncia, compartilham iniumeras familias de
genes que regulam os maiores aspectos dos padroes corporais (Carroll,

2000).

Algumas teorias foram propostas para explicar como este conjunto
inicial de genes possibilitou a estes organismos possuirem processos
moleculares conservados, mas passarem por rapidas e diversas
mudancas na morfologia, na organizacao de tecidos, na fisiologia e no
desenvolvimento (Kirschner e Gerhart, 1998).

Um consenso é que houve varios rounds iniciais de duplicacao e
diversificacdo destes genes controladores, muitos estudos reportam o
surgimento de novas redes regulatorias, por duplicagdo, divergéncia e
posterior ganho de funcdao. Um exemplo classico é a familia de genes
HOX, responsaveis por determinar a identidade no eixo antero-posterior

de diversas partes do embridao dos animais, embora variem

11
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consideravelmente em nuUmero, estes genes possuem sequéncias

ortélogas tanto em artrépodes quanto em tetrapodes.

Ha trinta anos atras, King e Wilson (1975) descreveram a grande
similaridade entre proteinas de humanos e chimpanzés. Estes autores
propuseram que as grandes diferencas evolucionarias na anatomia e no
comportamento entre estas duas espécies de primatas, seriam
conseqliéncias de mudangas em mecanismos que controlavam a
expressdao dos genes e ndo em seqliéncias que codificavam proteinas
estruturais. A publicacao dos resultados dos projetos do Genoma
Humano e do Genoma do Chimpanzé, que reportam um nivel de
similaridade genOmica entre as duas espécies em torno de 99%,
corroborou a idéia inicial de que as diferencas estariam relacionadas
com mecanismos regulatérios (International Human  Genome
Sequencing Consortium, 2001; The Chimpanzee Sequencing and
Analysis Consortium, 2005). Por tanto, diferencas morfoldgicas
importantes observadas entre algumas espécies podem ser explicadas

por pequenas variagdes em seqiéncias reguladoras.

Uma questdo controversa é se as alteracdbes morfoldgicas
encontradas entre e dentro das linhagens evolutivas sao produto de
alteracdbes em regides controladoras transcritas, mas ndo traduzidas
(LCR - locus control region) (Abzhanov e cols., 2006; Saphiro e cols.,

2004) ou resultado de alteragdes diretas em genes estruturais e/ou

12
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reguladores, Nei (2007) focando sua observacdo na espécie humana,
sustenta que caracteristicas morfoldgicas, por exemplo, podem ser

produto de pequenas alteracdes de grande efeito em genes importantes.

Generalizando, genes que codificam fatores de transcricao
envolvidos nos estagios iniciais do desenvolvimento sdo altamente
conservados (Vogel e cols., 2006; Nei, 2007). Entretanto, mutagdes que
levam a alguma alteracdo na expressao ou ainda na estrutura de uma
proteina regulatéria, podem afetar de uma maneira indireta, mas
determinante, uma bateria de outros genes (sujeitos a regulagao pela
proteina alterada) que ndo apresentam nenhuma modificacdo em sua
estrutura molecular original (Carroll, 2003). Sintetizando, a maioria dos
eventos evolutivos aconteceria quando velhos genes aprendem novos

trugues (Brakefield, 2006).

I-3. Evolugcao dos Mamiferos

A origem da Ordem Mammalia remonta do final ao periodo
Tridssico ha cerca de 150 milhdes de anos. Entretanto, sua primeira
grande diversificacdo ocorreu na era Cenozdica, ha 65 milhdes de anos.
A radiacdo dos mamiferos vem sendo relacionada com a conquista de

varios novos nichos depois da extingdo dos dinossauros. A primeira

13
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fauna de mamiferos era representada por animais noturnos e
generalistas de pequeno e médio porte, com habitos na maioria
arboricolas, sendo alguns terrestres. Predadores maiores surgiram no
final do Paleoceno, aproximadamente ha 60 milhdes de anos atras, e
herbivoros com especializacdes nos dentes somente no final do Eoceno,
45 milhdes de anos no passado (Pough e cols., 2003).

Estudos da evolucdao de mamiferos frequentemente usam dados
obtidos pela analise de fosseis de dentes, pelo fato destes serem o
registro mais abundante, e por serem estruturas que muito
provavelmente sofrem grande pressao seletiva. O desenvolvimento de
estruturas especializadas, para triturar, rasgar e mastigar diferentes
tipos de comida possibilitou um incremento na geracao de energia e
representou uma inovacao chave para evolucdo dos mamiferos. A
geracdo de diferentes padrdes dentarios, bem como diferentes tipos de
dentes sao determinados por uma rede de genes durante o
desenvolvimento. Assim, os dentes estao se tornando um grande
modelo ndao sé nos estudos sobre desenvolvimento, mas também nos
estudos de biologia evolutiva, visto que uma questao importante a ser
entendida € como uma mutacdo afeta o desenvolvimento e como e
guando ela é traduzida em mudancas na morfologia (Jernvall e cols.,

1999, 2000, 2003; Line, 2003; Salazar-Ciudad e cols., 2003).

14
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I-4. Ordem Primata

A Ordem Primata possui uma ampla variedade de espécies,
compreende desde os pequenos lémures voadores de Madagascar, até
os grandes macacos € o homem. Embora varios estudos moleculares
indigquem que a linhagem dos primatas divergiu de outros mamiferos
placentarios ha ~90 milhdes de anos, as caracteristicas morfoldgicas
que o0s caracterizam provavelmente emergiram mais tarde. Isto
explicaria porque o registro fdssil indica um tempo de divergéncia
menor, entre 54 e 81 milhdes de anos atras (Tavaré e cols., 2002). Ja
os primatas do Novo Mundo ou neotropicais (infra-ordem Platyrrhini)
teriam divergido da linhagem que acabou dando origem aos grandes
macacos e humanos (infra-ordem Catarrhini) por volta de 35 - 48

milhdes de anos (Chiu e cols., 1996; Kumar e Hedges, 1998).

Bem mais recente, entre cinco e sete milhdes de anos é a
separacdao do género Homo (homem e hominideos extintos) do género
Pan (chimpanzé e bonobos). Os representantes fdsseis mais antigos
pertencentes ao género Homo foram encontrado na Africa e estdo
datados em 1,8 -1,9 milhdoes de anos. Jd os humanos anatomicamente
modernos surgiram nas savanas africanas ha ~130 mil anos antes do

presente (Ebersberger e cols., 2002; Jobling e cols., 2004). A partir de

15
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entdo, uma bem sucedida dispersao pelos outros continentes aconteceu
(Fagundes e cols., 2007), tendo como resultado a colonizagao efetiva de

ambientes tdo distintos quanto florestas tropicais e zonas articas.

I-5. Biologia Evolutiva do Desenvolvimento

Segundo Brakefield (2006), os genes de desenvolvimento que
delineiam as formas dos animais sao freqientemente expressos em
diversos tipos de células e tecidos, e em diferentes tempos durante o
desenvolvimento. Eles sdo altamente pleiotropicos, e ha crescentes
evidéncias de que mudancas evolutivas tendem a ocorrer via ajustes no
complexo aparato de regulacao génica. Muitas das diferencas em tragos
morfoldgicos complexos ndo ocorrem devido a presenca ou auséncia de
genes particulares, mas sim devido a mudangas nos mecanismos que 0s
controlam, afetando quando e onde um gene é expresso.

Familias dos genes reguladores do desenvolvimento sao
amplamente distribuidas pelo reino animal, e uma fragcdo substancial
destes é expressa de maneira similar em embrides de espécies
pertencentes a filos distantes filogeneticamente (Carroll, 2003; Wray,
2003). Porém, existem diferencas marcantes entre todos os organismos
vivos, sendo que parte delas poderiam ser atribuidas a mudancas em

genes reguladores. Dessa forma, o desenvolvimento embrionario é

16
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considerado um momento crucial para o acontecimento de mudancas
evolucionarias, pois a cascata de eventos que é acionada quando o
ovulo é fecundado apresenta passos chaves (multiplicacdo, migracao e
diferenciacao celular, apoptose) para a determinagao do plano corporal
e das estruturas do embrido. Sendo cada um desses passos controlado
por fatores genéticos, é esperado que mutacdes nos genes envolvidos
possam levar ao surgimento de grandes novidades evolutivas.

A maioria dos genes reguladores ativos no desenvolvimento
embriondrio sdo inativados ao seu término. Porém, é importante
ressaltar, que alguns destes genes voltam a ter papel destacado apds o

estagio embrionario. Este é o caso do gene PAX9.

I-6. Os Genes PAX

Os genes PAX constituem uma grande familia de genes para
fatores de transcricao de importancia fundamental no desenvolvimento
de 6rgdos e tecidos. Inicialmente foram descobertos em Drosophila (Pox
meso). Subseqiientemente foram encontrados homodlogos em diversos
animais, sejam eles vertebrados ou invertebrados. Caracterizam-se por
compartilhar um dominio conservado, chamado de dominio paired que
apresenta normalmente 128 aminoacidos, com propriedades de se ligar

a um elemento promotor do DNA alvo (Dahl e cols., 1997; Wilm e cols.,
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1998; Peters e cols., 1999). Motivos de ligacao para as proteinas PAX
foram encontrados em diversas regides promotoras de genes que
codificam uma variedade de proteinas, incluindo outros fatores de
transcricao, receptores, hormoénios peptideos e proteinas de adesao. Por
este motivo suas funcdes estao relacionadas a proliferacao,
especificagdo, migracao e sobrevivéncia celular particularmente durante

o periodo embrionario (Robson e cols., 2006).

Como aconteceu com as outras familias génicas encontradas no
genoma eucarioto, é provavel, na medida em que emergiram os animais
mais complexos, que 0s genes PAX se diversificaram a partir de um
gene ancestral comum, através de duplicacdo e subseqilente
divergéncia, resultando, inclusive, no surgimento de novos dominios
expressos (Balczarek e cols., 1997; Peters e cols., 1998; Ogasawara e
cols., 1999, 2000). Em vertebrados foram encontrados nove genes PAX
(PAX 1... 9), sendo que estes podem ser agrupados em quatro grupos
paralogos (Tabela 1). Tem sido considerado ainda que os quatro grupos
de genes provavelmente originaram-se antes da radiagao Cambriana,
gue se iniciou ha 542 milhdes de anos atras (Breitling e cols., 2000;
Hetzer-Egger e cols., 2000; Miller e cols., 2000). A classificacao nestes
guatro grupos é baseada na presenca ou auséncia de duas outras
seqliéncias conservadas, um homeodominio e um octapeptideo, e outras

caracteristicas estruturais (Figura 1), ou seja, no nivel da organizacao

18
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TABELA 1 . Estrutura e localizacdo cromossémica dos genes das quatro familias Pax de

mamiferos .
GRUPO GENE ESTRUTURA LOCALIZAGAO
CROMOSSOMICA
Dominio- Octapeptideo Homeodominio Rato Homem
paired
I Pax1 Sim Sim Nao 2 20p11
Pax9 12 14q12-q13
II Pax2 Sim Sim Sim 19 10925
Pax5 4 9p13
Pax8 2 2ql2-q14
ITI Pax3 Sim Sim Sim 1 2935
Pax7 4 1p36
IV Pax4 Sim Nao Sim 6 7p32
Pax6 2 11p13

Fonte: Peters e cols. (1998) com adaptacgodes.

19



Pax9: Uma ferramenta evolutiva?

Grupo Geng Paired Damaln Octapepitidec Homeobox Paired-type Lolalizacdo Cromossémica
homeodomaln tall Rata Homem
PAX1 PD OP 2 20p11
I
PAX9 PD OP 12 14q12-q13
PAX2 PD 19 1025
11 | PAxs PD - Op13
PAXS PD OP 2 2q12-q14
PAX3 PD OP 1 2q35
IT1
PAX7 PD QP 4 1p36
IV

FIGURA 1. Esquema de classificacdao das subfamilias PAX. (Modificado de Balczarek,
Lai e Kumar (1997), Breitling e Gerber (2000) )

20
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gendmica conservada (Peters e cols., 1998; Ogasawara e cols., 1999).
PAX1 e PAX9 constituem o Grupo I, com estrutura homdloga ao Pox
meso (Drosophila) e ao AmphiPAX (Amphioxus) que é caracterizado pela
presenca do dominio paired, além de um octapeptideo (Balczarek e
cols., 1997; Breitling e cols., 2000). Curiosamente ndo apresentam
homeodominio. Os 128 aminoacidos do dominio paired dos genes PAX1
e PAX9 apresentam alta similaridade (98%; Peters e cols., 1999).
Também pouca variacao foi observada quando as regides codificadoras
dos dois genes foram sequenciadas (Hetzer-Egger e cols., 2000). Alguns
estudos tém mostrado ainda que PAX1 e PAX9 sdo co-expressos e
podem ter fungbes similares e complementares (Wilm e cols., 1998;
Peters e cols., 1999). Ja os Grupos II (PAX2, PAX5 e PAX8), 11l (PAX3 e
PAX7) e IV (PAX4 e PAX6) apresentam tanto o dominio pareado quanto
o homeodominio. Assim como acontece com o PAX1 e PAX9, a atividade
de redundancia funcional dos genes paralogos dentro das quatro
subfamilias PAX parece ser um mecanismo geral que atua de maneira
compensatéria. Desta forma, a expressdao de um contrabalangaria a nao
expressao de outro, levando a um fendtipo normal ou préximo do

normal, pelo menos em algumas circunstancias (Peters e cols., 1999).

Um conjunto grande de estudos demonstra que estes genes tém
um papel importante em inUmeras redes regulatorias (PAX6 -

desenvolvimento ocular; PAX3 - migracao da crista neural; PAX2 -
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sobrevivéncia e morfogénese de tecidos como do figado, orelhas e
glandulas mamarias; PAX8 - desenvolvimento da tirdide). Entretanto, a
exata extensao das fungdes dos genes PAX em fendémenos bioldgicos
relacionados ao desenvolvimento, sejam eles normais ou patoldgicos,
bem como seus papéis em individuos adultos, ainda nao é totalmente

conhecida (Tabela 2).
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TABELA 2. Funcgoes e fenotipos mutantes dos componentes da familia PAX, em camundongos e

humanos.

Grupo Gene Dominio de Camundongo Homem
expressiao Nulo Fenotipo Fenotipo
no Embrido Heterozigotos Homozigotos Heterozigotos

I PAX1 esqueleto, Undulated, Normal Hipoplasia do Sindrome de
3rd/4th corpo de dos Klippel-Feil
fendas discos vertebrais  Sindrome de
faringeais, Jarcho-Levin
timo

PAX9 esqueleto, * Normal Palato secundario Oligodontia,
Cranio-facial, fendido,duplicacdo hipodontia
timo, dos digitos
glandulas anteriores, perda
paratirdides, de dentes timo e
dentes Gld paratirdides

II PAX2 SNC, Rins Krd, Reducao dos Sem rins ou trato  Sindrome Renal-

rins, coloboma genital, coloboma Coloboma
optico optico

PAX5 SNC, Células * Normal Sem células B, Linfomas
B Defeitos no

Cerebelo e
Colliculous inferior

PAX8 SNC, Rins, * Normal Sem tiréide Displasia da

Tiréide Tiréide,
Carcinomas

III PAX3 SNC, Crista  Splotch Falta de Sem musculus nos Sindrome
Neural, pigmentacao membros, falta Waardenbug,
musculos ou hipoplasia dos rhabdomyo-
esqueléticos derivados da crista sarcoma

neural , truncus
arteriosus

PAX7 SNC, * Normal Falta de células rhabdomyosarco
musculos musculares ma
esqueléticos, satélite, processo
Cranio-Facial maxilar e capsula

nasal;

v PAX4 Pancreas - Normal - Diabetes

PAX6 SNC, Sey, Microfitalmia Sem olhos, bulbo  Aniridia,
pancreas, aniridia, * corneal e olfatério, perda de Cataratas
Olhos defeito na iris  estruturas

cerebrais;

* mutagoes alvo - transgénicos;
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I-7. PAX9 -Uma pequena proteina com grandes funcoes

O gene PAX9 foi mapeado no cromossomo 14 (14q12-ql13) em
humanos (Stapleton e cols., 1993), mas em camundongos ele se
localiza no cromossomo 12. Santagati e cols. (2003) encontraram
evidéncias de que o PAX9 é herdado em um bloco com outros genes
(Mbip—Nkx2-1—Nkx2-9—Pax9—SlIc25a21—Mipol1—Foxal), formando
um grupo sinténico, paralago ao do PAX1 (Nkx2-4—Nkx2-2—Pax1—
Silc25a5/—Foxa2; Figura 2). Esta sintenia seria conservada, sendo
encontrada em mamiferos e peixes. Assim a associacao fisica refletiria
um dominio transcricional multigénico, pois estes genes ndo podem ser
separados sem comprometerem suas fungdes. Existem fortes indicios de
que elementos regulatérios do PAX9 estariam intercalados pelo bloco
multigénico, e estes seriam o fator decisivo da conservacao da ligacao
fisica entre os genes. A presenca de seqliéncias regulatorias intercaladas
em regides multigénicas conservadas representaria um ponto chave na
evolucao dos genomas.

O PAX9 possui aproximadamente 15.847 pares de bases (pb) e
codifica uma proteina de 341 aminoacidos. Apresenta trés introns, que
correspondem a maior parte de sua seqliéncia nucleotidica (13.136 pb),
duas regides nao traduzidas 5°UTR e 3 "UTR e quatro exons (Figura 3).
O primeiro exon codifica unicamente a metionina inicial, os exons 3 e 4

sao responsaveis pela regiao C-terminal da proteina que se supde ser
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um dominio de transativacdo. O exon 2 codifica o octapeptideo e o
dominio paired. O dominio paired consiste de subdominios C- e N-
terminais que sao estruturalmente independentes. Na metade da regido
N-terminal se formam os motivos hélice-alca-hélice e um motivo alca-B
gue conferem a proteina a capacidade de se ligar ao DNA (Hetzer-Egger
e cols., 2000; Stockton e cols., 2000).

O fator de transcricdo codificado pelo PAX9, como a maioria dos
fatores de transcricao de eucariotos, provavelmente regula a expressao
de dezenas de outros genes. Sua fungao tem sido considerada
fundamental durante o desenvolvimento embrionario, pois atua na
formagao dos arcos branquiais, timo, glandulas paratiredides e ossos
(vértebras, membros, face) (Peters e cols., 1997; Hetzer-Egger e cols.,
2000; Santagati e cols., 2003). As investigacdes nesta area tém
mostrado ainda o papel essencial deste gene no desenvolvimento de
uma estrutura especifica dos vertebrados, que na maioria das espécies
s6 estard presente apds o nascimento: os dentes (Peters e cols., 1998;

1999; Frazier-Bowers e cols., 2002; McKeown e cols., 2002).
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I-7.1 O gene PAX9 e o desenvolvimento dentario

O desenvolvimento dos dentes em vertebrados é um processo
regulado temporal e espacialmente, devido a interacdes reciprocas entre
células ectodermais e mesenquimais. Este processo envolve mais de
duas dezenas de genes, que codificam uma variedade de fatores de
transcricdo, bem como de outras proteinas envolvidas na cascata
molecular necessaria para o desenvolvimento dentario normal (Peters e
Balling, 1999; Chen e cols., 2000; Stockton e cols., 2000; Thesleff,
2000; Line, 2001; Frazier-Bowers e cols., 2002; McKeown e cols., 2002;

Kist e cols., 2005; Mostowska e cols., 2006).

Varios estudos tém mostrado ainda que os efeitos combinatorios
de um grupo de genes mestres formam gradientes e geram sub-regides
especificas. Esta rede regulatoria é responsavel por uma segmentacao
molecular, que resulta na formagao, um tanto quanto independente, dos
diferentes tipos de dentes encontrados, por exemplo, nos mamiferos
(molares, pré-molares, caninos e incisivos). A perda total de um
conjunto de dentes, mas nao de outros, pode desta forma, ser explicada
por esta segmentacao genética ou modularidade (Peters e Balling,

1999; Chen e cols., 2000; Line, 2003; Kist e cols., 2005; Peres, 2005).

Os estudos de mutagdes que provocam agenesia de dentes em

humanos e em camundongos (Peters e Balling, 1999; Chen e cols.,
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2000; Kist e cols., 2005) conjuntamente fornecem sdlidas evidéncias de
gue o gene PAX9 teria papel chave e destacado na rota genética da
odontogénese. Mais que isso, demonstra através de abordagens que
utilizam modelos animais, que alteracdes no PAX9 estariam
definitivamente relacionadas ao estabelecimento de diferentes formulas
dentais, o qual estaria relacionado com as forgas direcionadoras que
permearam a diversificacdo de inumeras espécies, incluindo os

mamiferos (Kist e cols., 2005).

I-7.2 Evolucao molecular do PAX9 na ordem Primata

O modelo primitivo de denticao dos primatas inclui, em um
determinado quadrante dois incisivos, um canino, trés pré-molares e
trés molares, num total de 36 dentes. Este padrdao ainda é conservado
nos Iémures e nos macacos do Novo Mundo, enquanto nos grandes
macacos e homem sdao encontrados apenas dois pré-molares,
totalizando 32 dentes (Lewin, 1999). Ja os terceiro-molares em
humanos sdo freqlientemente impactados, o que ja ndo ocorre nos
grandes macacos (Varki e Altheide, 2005). Além disso, observa-se
grande variacao na agenesia de terceiros molares dentro de nossa

espécie (Rozkovcova e cols., 1999).
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Considerando que mutagdes em genes importantes podem ser
responsaveis por grandes mudancgas morfologicas (Nei, 2007), Pereira e
cols. (2006) avaliaram a possibilidade do gene PAX9 estar envolvido em
alteracdes dentarias encontradas na nossa e em outras espécies de
primatas. Para isso foram seqlienciados todos os 4 exons do gene PAX9
(1026 pares de bases) em 86 individuos (europeus, asiaticos e
amerindios). Neste trabalho foi possivel demonstrar que as variagdes na
nossa espécie estavam praticamente limitadas ao exon 3. Analises
envolvendo seqliéncias ortdlogas do PAX9 disponivel para outros
organismos também foram consideradas. Os resultados mostraram que
selecao purificadora estaria atuando no PAX9. Merece destaque, no
entanto, que nos humanos foi detectada uma mutacao G — C no exon 3
que resulta numa mudanca ndo sindénima (alanina — prolina) na
posicdo 240 da cadeia de aminoacidos, com distribuicdo polimérfica em
todos os grupos humanos estudados. Foi sugerido pelos autores que
esta mutacao representaria um polimorfismo transiente em nossa
espécie e que a possivel acao de selecdo positiva poderia estar sendo
mascarada. A presenca do aminoacido prolina, numa regido de alfa-
hélice, poderia ser detrimental para a proteina em si, mas vantajosa em
nivel do organismo ja que poderia levar a agenesia dos terceiros -
molares. Assim, a presenca do alelo derivado C/Pro resultaria numa

reducdo no numero de dentes e isso poderia ter tido alguma vantagem

30



Pax9: Uma ferramenta evolutiva? PPGBM

ao longo da trajetodria evolutiva dos hominideos, particularmente apds
mudancas importantes da dieta, como o habito de comer alimentos
cozidos (Pereira e cols., 2006). Estes resultados demonstraram que um
gene conservado pode deixar de sé-lo em algum (ns) ramo(s) de uma
dada filogenia. Além disso, o exon 3 poderia ser uma janela evolutiva
num gene extremamente conservado. O conceito da janela evolutiva
implica numa situacdo onde as mutacdes em um fator de transcricao
incidem somente sobre um exon especifico, pois esta regidao ndo estaria
sob pressao de restricdes funcionais. O relaxamento da selegao natural
sob este exon em especial e a preservagao de outras regides do gene
promoveria, desta forma, a manutengao da fungao original, promover a
transcricao de outros genes, mas poderia alterar o seu leque de
atuacdo. Este ultimo aspecto poderia representar uma forma alternativa
de evolucdo molecular dentro de uma familia génica. Normalmente, a
proliferacdo que resulta em familias génicas fornece material para
inovacOes funcionais, desde que apods a duplicacdo de um dado gene,
uma de suas copias preserve sua funcdo original enquanto outra
acumule mutacdes que sob determinadas circunstancias poderiam ser
selecionas e fixadas (Wang e Gu, 2001). Foi demonstrado também que
determinados exons de um gene especifico também poderiam estar
“livres” para acumular mutacdes, desde que os outros exons do gene

preservassem algumas das fungdes primordiais do gene como um todo
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(Pereira e cols., 2006). Em fatores de transcricao, como é o caso do
PAX9, tais alteracdes manteriam a estrutura tridimensional e nao
acarretariam modificagdes nos sitios ativos, preservando a fungao geral
da proteina. Contudo, sutis alteracdes seriam suficientes para
interromper a interacao entre o fator de transcricao e alguns genes ou
proteinas de sua via de atuacdao, gerando epistasia restrita. Como

resultado, fendétipos especificos seriam gerados.

Outro aspecto que merece destaque no trabalho de Pereira e cols.
(2006) comentado é a possibilidade de existirem mutagoes fixadas no
exon 3 em macacos do Novo Mundo, particularmente uma, a
substituicdo de uma alanina por uma treonina no residuo 253 da cadeia
de aminoacidos. O aminoacido treonina mostrou estar fixado em todas
as espécies de macacos estudadas por Pereira e cols. (2006).
Recentemente, a possibilidade deste “alelo” estar fixado nos macacos do
Novo Mundo ganhou forga com o trabalho de Perry e cols. (2006). Os
ultimos autores investigaram inumeras espécies de primatas com
relacao ao gene PAX9 e somente nos macacos do Novo Mundo aparece

esta alteracao.

Esse conjunto de estudos envolvendo o PAX 9 mostra a amplitude
de possibilidades envolvendo esse gene e o0 quanto ele pode estar
envolvido em questdes instigantes relativas a modificacdes morfoldgicas

na nossa e em outras espécies.
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I-8. Problemas iguais, solucoes semelhantes. Mesmas
ferramentas?

Similaridades morfoldgicas entre organismos vivos na maior parte
das vezes reportam uma trajetoria evolutiva em comum. Entretanto,
muitas destas similaridades sdo observadas em espécies nao
relacionadas, mas que compartilham os mesmos habitos de vida. Por
exemplo, pangolins e tatus/tamanduas pertencentes a distintas ordens
(Pholidota e Xenarthra, respectivamente) estao entre as mais peculiares
espécies de mamiferos, possuindo em comum, Unicas e especializadas
caracteristicas anatomicas adaptadas para comer insetos (Yang e cols.,

2006).

Do ponto de \vista taxonbmico, convergéncia seria o
desenvolvimento de caracteristicas similares separadamente em duas ou
mais linhagens sem um ancestral comum que justificasse a similaridade.
Em contraste, o paralelismo é a ocorréncia independente de mudancas
similares em grupos com um ancestral comum. Segundo Wood e cols.
(2005), em ambos os casos, a selecao natural seria a responsavel pela
recorréncia da(s) caracteristica(s) em comum, porém nao podemos
descartar totalmente o papel das forgcas do acaso agindo sob o
desenvolvimento. De forma similar, sob a perspectiva da biologia
molecular mudangas nucleotidicas ou aminoacidicas a partir de um

mesmo estado ancestral que resulta no mesmo estado derivado é

33



Pax9: Uma ferramenta evolutiva? PPGBM

referido como paralelismo, enquanto mudanca de diferentes estados
ancestrais para um estado derivado comum é referida como

convergéncia (Zhang e Kumar, 1997).

Uma visao evolutiva busca integrar a analise das caracteristicas
compartilhadas com o estabelecimento de como, quando e onde surgiu
a variante genética. Nosso interesse é abordar as possiveis conexdes
entre gendtipo e fendtipo, particularmente quando estas se enquadram
no contexto de paralelismo/convergéncia, ambos os fendmenos
mediados principalmente pela acao da selecao natural, ja que ndo é
esperado que eventos estocasticos levem ao surgimento de fenodtipos
complexos repetidamente (Wiens e cols., 2003; Wood e cols., 2005). A
pressao de selegao pode, inclusive, ser a mesma ao longo de uma
escala de tempo, ja que extrema convergéncia de planos corporais tem
sido descrita em diferentes taxa que habitaram a mesma zona
adaptativa, porém em épocas distintas (Nesbitt e Norell, 2006). A
similaridade da forma do corpo e dos dentes dos ictiossauros e golfinhos

ilustram bem este fenomeno.

Melville e cols. (2006) recentemente discutiram um aspecto
extremamente interessante envolvendo convergéncia adaptativa.
Quando diferentes comunidades habitam ambientes similares, a
convergéncia evolutiva é esperada. Entretanto, se a contingéncia

histérica (eventualidade, acaso; Pena, 2006 e citagbes |& contidas)
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tivesse um papel preponderante na trajetoria evolutiva de um grupo em
particular, a convergéncia evolutiva seria improvavel e nao freqliente
(Melville e cols., 2006). Estudando lagartos de desertos na Austrdlia e
nos Estados Unidos, os autores mostraram como forgas evolutivas
deterministicas moldaram os padrdoes morfoldgicos nestas populacoes,
sobrepondo-se de maneira avassaladora as eventuais contingéncias
histdricas uUnicas relacionadas a cada linhagem em particular.

Sendo assim, a recorréncia de similaridades em distintas linhagens
evoluciondrias tem sido descrita em varios niveis de organizagao
biolégica desde seqiiéncias de nucleotideos, passando por alteragbes
cromossdmicas até chegar a caracteristicas fenotipicas complexas
(Wood e cols., 2005; Yang e cols., 2006). No entanto, a conexao entre
0S mecanismos moleculares e/ou cromossomicos envolvidos e
responsaveis pelos inuUmeros casos de mudancgas fenotipicas, que
evoluiram em paralelo na natureza, permanece desconhecida (Colosimo
e cols., 2005).

Diversos estudos tentam estabelecer uma conexao entre a
convergéncia morfoldgica ou ainda a evolucdo em paralelo com
alteracdes moleculares. Trabalhos recentes como o de Protas e cols.
(2006) que estudaram duas espécies de peixes do género Astyanax
(habitantes de aguas escuras e gélidas em cavernas subterréaneas)

concluiram que uma de suas caracteristicas morfoldgicas mais
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marcantes, o albinismo, presente em ambas as espécies, era produto de
mutacoes independentes no mesmo gene. Mais que isso, 0s autores
concluiram que a perda da funcao da proteina OCA2 era decorrente de
delecoes em exons/intron diferentes no gene OCA2 em cada uma das
espécies. O gene MCR1 responsavel pela coloracdo em mamiferos
(Majerus e Mundi, 2003) e aves (Hoeskstra e Price, 2004) é também
descrito como um exemplo de evolugdao paralela.

Além disso, foi visto ainda que a ocorréncia de mutacdes em sitios
regulatorios de genes do desenvolvimento estaria associada a mudancas
fenotipicas recorrentes encontradas em diferentes espécies de
Drosophila (Sucena e cols., 2003) e borboletas (Brakefield, 2006).

Estes trabalhos apontam para a idéia de que as mesmas solugdes
genéticas estariam sendo “privilegiadas” em espécies diferentes sujeitas
as mesmas pressoes seletivas, ja que mutagdes no mesmo gene seria o
modo mais otimizado, ou ainda, o uUnico modo, de um fendtipo em
particular evoluir de forma independente (Majerus e Mundi, 2003;
Sucena e cols., 2003; Hoeskstra e Price, 2004; Wood e cols., 2005;

Brakefield, 2006; Protas e cols. 2006).

E o caso j& citado das espécies popularmente conhecidas como
pangolins (Ordem Pholidota), tatus e tamanduds (Ordem Xenarthra).
Estes animais compartilham especializacdes adequadas ao seu habito de

capturar e ingerir formigas e cupins, que incluem mudancas na
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mandibula, na forma e no comprimento do cranio, bem como na

reducao do numero e no tamanho de dentes.

As especializacdes no aparelho mastigatorio, que facilitaram a
captura e o processamento dos alimentos, representaram uma inovagao
chave na evolugao dos mamiferos. Deste modo, e considerando o que
sabemos sobre o papel do PAX9 no desenvolvimento de férmulas
dentais, é possivel especular que mutacdes independentes neste gene
possam estar envolvidas na cascata de modificacdoes que levaram a
morfologia similar como aquelas encontradas em espécies distantes
filogeneticamente, mas que apresentam em comum, adaptagcdes no

cranio e, particularmente, nos dentes como aquelas citadas acima.
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CAPITULO II - Objetivos

Os objetivos do presente projeto sdao apresentados a seguir:

1) Testar com uma amostra maior a hipdtese apresentada em Pereira e
cols. (2006) de que na nossa espécie poderia estar havendo selecao
positiva para o alelo derivado C/Pro, e adicionalmente delinear um
cenario mais especifico que explique a possivel acdo dessa forca

evolutiva;

2) Avaliar a variabilidade das regides codificadoras do PAX9 em diversas

espécies de mamiferos;
3) Investigar a possibilidade da convergéncia morfoldgica encontrada
em algumas das espécies investigadas no presente estudo ser reflexo de

uma convergéncia molecular envolvendo o gene PAX 9;

4) Contribuir para o delineamento do cenario evolutivo em nivel

molecular do gene PAXO.
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CAPITLO III - Resultados

III-1- Manuscrito em preparacao

Os resultados obtidos referentes as populacdes humanas
investigadas e que buscam responder ao primeiro objetivo da presente

dissertacao podem ser vistos no manuscrito (em preparacao) que

segue.
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PAX9 exon 3 variability in Native Americans and in
major human groups: inter-population and intra-gene
evolutionary dynamics.

V. Paixao-Cortes, S.L. Bonatto, I. Bandeira, S. Maziéres, F.M. Salzano,

D. Meyer, and Bortolini M. C.
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Abstract

A total of 125 persons from 10 South Amerindian and one Eskimo
populations were studied in relation to the Paired box gene 9 (PAX9)
exon 3 (138 base pairs) as well as its 5°and 3 flanking intronic
segments (232 pb and 220 pb, respectively) and integrated with the
information available for the same genetic region from 115 individuals of
different geographical origin. Nine mutations were scored in exon 3 and
four in its flanking regions; four of them are new South American tribe-
specific singletons. The Ala240Pro mutation shows a wide distribution in
South Amerindians and is present in Eskimo, Asian, European or Euro-
derived persons; however it was not present among Afro-Americans.
Exon3 nucleotide diversity is several orders of magnitude higher than
their intronic borders, and Fst values are different than those obtained
with neutral markers. The pattern that emerges is the increase in
frequency of the Ala240Pro derived allele from Africa to other continents
probably as a result of positive selection, which could be related to third
molar agenesis or an associated gene connected to environmental

adaptation.
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Introduction

The central goal of genetics is to understand how heritable
information encoded in the genome determines the phenotype of an
organism (Lee et al., 2008). Some results support the idea that
morphological evolution can occur basically by a small proportion of
major effect mutations in structural or regulatory genes (major gene
effect hypothesis; Nei 1987, 2007). Considering this possibility, we
recently studied the entire coding region and exon-intron boundaries of
the Paired box homeotic gene 9 (PAX9), and highlighted the importance
of small changes in major protein-coding genes that might have been
recently selected positively in the human lineage only (Pereira et
al.,2006).

The PAX9 gene codes for a transcription factor that has
demonstrated to be essential in the embryogenesis of vital organs and
in the development of the mammalian dentition (Peters et al., 1998). In
this respect, although a number of mutation have been associated with
both nonsyndromic molar hypodontia and oligodontia (Stokton et al.,
2000; Nieminen et al., 2001; Das et al., 2002; Pereira et al., 2006;
Tallon-Walton et al., 2007), evidence regarding a nearly complete lack
of variation in exons 1, 2 and 4 of the human PAX9 are unequivocal.
Conversely, we showed that exon 3 presents high variability in our

species, which can regarded an “evolutionary window” in an extremely

42



Pax9: Uma ferramenta evolutiva? PPGBM

conserved gene. Additionally we postulated the hypothesis that this
exon might be a target for a recent positive selection (Pereira et al.,
2006).

Here we present sequence information on PAX9 exon 3 and its
bordering intronic regions in nine Native American, and one Eskimo
populations, and integrated our data together with those earlier
published involving other major human geographic groups. The
objective was to extend our knowledge about the genetic variability of
the human PAX9 exon 3 in an attempt to better understand the
contribution of non-random and random microevolutionary processes in

its existence, pattern and maintenance.

Materials and Methods
Populations Examined

PAX9 exon 3 and its flanking intronic sequences were obtained
from 125 individuals from ten South Amerindian (N = 81) and one
Siberian Eskimo (N = 44) populations. Additional nucleotide sequences
of the same DNA region from 15 Europeans, 14 Japanese, and 57 South
Amerindians were compiled from our previous study (Pereira, 2006),
whereas data from 14 Euro-Americans and 15 African Americans were

obtained through the HAPMAP (http://www.hapmap.org/cgiperl/
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gbrowse/hapmap B35/) and dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov

/projects/SNP/) databases. Relevant information about the Amerindian

and Eskimo populations can be seen in Table 1.

The investigations with these Native Amerindian samples were
approved by the Brazilian National Ethics Commission (CONEP

Resolution n® 123/1998).

DNA Extraction, PCR Amplification and Sequencing

Genomic DNA was extracted from plasma and glycerolized red
blood cells stored in our laboratory as a result of previous studies, listed
in Table 1, using the QIAamp DNA MiniKit (Qiagen) and following the

manufacturer’s instructions.

PAX9 exon 3 (138pb) and its 5°and 3~ flanking intronic segments
(232pb and 220pb, respectively) were amplified using primers and
conditions previously described in Pereira et al (2006). The PCR
products were purified following the Exonuclease I and Alkaline
Phosphatase (Amersham Biosciences) protocols.. Both DNA strands
were sequenced using MegaBace500 and MegaBacel000 (Amersham
Biosciences) sequencing machines. When a possible mutation was
found, the sample was re-amplified and re-sequenced at least once

again to confirm it.
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Data Analysis
Sequences were aligned and their quality, as well as the

assessment of the accuracy of the resulting data, were obtained using

the Phred, Phrap and Consed programs (http://www.genome.

washington.edu). Additionally, all chromatograms were visualized and

checked manually.

Population parameters such as nucleotide diversity (n) (Nei, 1987)
and the degree of population structure (Fst. Weir and Cockeran, 1984;
Excoffier et al., 1992) were obtained employing the Arlequin 3.11

software (http://lgb.unige.ch/arlequin). To detect departures from a

standard neutral model, Tajima’s D and Fu and Li's D* and F* tests
(Mega 4.0 and DnaSP 4.10.9) were performed. Both positive and
negative significant values for these statistics cause the rejection of the
null hypothesis of mutation-drift equilibrium. However, it is well-known
that these parameters are also affected by the demographic histories of
the population considered (Bamshad and Wooding, 2003). Therefore, we
incorporated in the analysis coalescence simulations using Rogers’
algorithm (Rogers, 1995) as implemented by Wooding et al. (2004) in

the DFSC 1.1 software (www.xmission.com/~wooding/DFSC/). Distinct

demographic scenarios compatible with the available data about times of
expansion and initial population sizes were simulated as follows: initial

population of 1,000 or 10,000 individuals (Liu et al., 2006; Fagundes et
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al., 2007) for all samples, 1- to 100-fold expansions, starting 60,000
years ago (Alonso and Armour, 2001; Santos-Lopes et al., 2007;
Fagundes et al., 2007). For the Native American and Eskimo dataset,
initial populations of 80 or 500 individuals (Hey, 2005; Fagundes et al.,
2008), 1 - 100-fold expansion, starting 18,000 years ago (Fagundes et
al., 2008); whereas for Europeans and Japanese we considered an initial
population size of 10,000 and 3,000, 1 - 100 fold expansions, starting
40,000 and 37,000 years, respectively (Cavalli-Sforza et al., 1994). The
mutation rate (u) used to obtain the 6 values under the different

scenarios was 1x107° (Wooding et al., 2004).

A synthetic map of the Old World considering the agenesis of third
molar frequencies was obtained using an interpolation or smoothing
algorithm furnished by the UNIRAS A/S SOBERG (Denmark) program.
Frequencies were added to geographical coordinates and a color-graded

distribution (Piazza et al., 1981) obtained.

Results

Mutations and polymorphic sites

A total of 590 base pairs, corresponding to PAX9 exon 3 and its

5’and 3~ flanking intronic regions, of 250 human chromosomes were
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sequenced. The data were analyzed together with 172 other sequences
published earlier (HAPMAP and dbSNP web sites; Pereira et al., 2006).
The results shown in Table 2 reveal three substitutions in the 5 Flanking
and one in the 3 "Flanking intronic regions, in the Apalai, Mekranoti and
Galibi populations. Only one of these, the variant allele A at
chromosome 14 in position 36,205,241 was present in homozygous
state in one Galibi individual. Overall, the sequence alterations observed
in the human exon 3 were in heterozygous state with two exceptions:
variants located at codons 239 and 240 (C—T, His239His; and G — C,
Ala240Pro; see below).

The G — A (Ser226Asn) transition, G —A (Ala236Thr) transition, T
— A (Asn242Asp) transversion, and A — T (Glu250Val) transversion are
new South American tribe-specific singletons (Apalai, Tenharim and
Arara and tribes; Table 2). The G — A (Ser226Asn) mutation is located
in the same position as an earlier described among the Bari from
Venezuela, which also caused an amino acid replacement (G —T,
Ser226lIle). Another C — A (GIn251Lys) mutation, previously seen
exclusively in the Guarani (Pereira et al., 2006) was not observed in the
present investigation. On the other hand, the derived T allele of the
His239His SNP earlier observed only in the Kaingang from southern
Brazil (Pereira et al., 2006) was now also found in the Eskimo sample.

Since this variant was also observed with high frequencies in European
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(27%) and Euro-derived (21%) populations, its presence among the
Kaingang (10%) could be due to admixture with non-Indians, which has
been reported in earlier studies with this population (Marrero et al.,
2007).

The substitution of a G for A at chromosome 14 position
36,205,504, which results in an amino acid change at residue 240, was
detected in the Munducuru, Tenharim and Xikrin. Curiously, in this same
chromosome location variant C of the Ala240Pro SNP can be found. Our
results indicate that the C/Pro allele is widely distributed in South
Amerindians living in distant geographic regions and speaking different
linguistic stocks, as well as in Eskimos, suggesting that it came from
Asia to the New World with the first migrants, whereas A/Thr seems to
be an American autochthonous mutation, but with relatively ancient
origin, since it is present in individuals who speak languages classified in
the two major South Amerindian linguistic families (Tupian and Jéan;
split at least ~5 thousand years before present; Urban, 1998). Finally,
although allele T at the His239His SNP is only present in populations
where the Ala240Pro allele C is also found (Table 2), they are not
associated.

To better explore the results obtained with the Ala240Pro SNP,
detailed information on its genotype and allele frequencies is given in

Table 3. Although sample sizes are small, (C/Pro) frequencies vary
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considerably over the 15 South American tribes analyzed: values range
from zero (in seven populations) to 40% (Jamamadi). The highest C/Pro
frequencies can be found in Eskimo, European and Euro-derived
populations (~30%), while it was not detected in Afro-descendents from
the USA. No PAX9 data for Africans are available yet, but the absence
of C/Pro in Afro-Americans can indicate that it is virtually absent, or at

least rare, in sub-Saharan populations.

Genetic variability

Nucleotide diversity (n) values for PAX9 exon 3 and its intronic
bordering regions are summarized in Table 4. Considering all the 590
base pairs and exon 3 only, = (x 10*) for the Amerindian sample as a
whole (4.7 and 17.4, respectively) are lower than those obtained for the
Eskimo (8.7 and 37.2) and European/Euro-descendents (14.3/56.1 and
13.1/56.0), contrasting with the complete absence of diversity in Afro-
Americans. Furthermore, n values for exon 3 are generally several
orders of magnitude higher than those calculated for the non-coding
segment in all populations.

The level of interpopulation differentiation obtained among the
Native Americans, considering the coding portion only (Fsr: 7.8; data

not shown), although high since it is similar to that calculated for neutral
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markers (678 autosome microsattelite loci: Fst: 8.1; Wang et al., 2007),
is lower than that obtained when all other human populations were
compared (Fst = 18.6; data not shown). This last value, on the other
hand, contrasts with the degree of population differentiation observed at
the worldwide level by Wang et al. (2007), Fst. 7.1, with the same set of
microsatellites indicated above.

Studies with neutral genetic loci have generally shown that Native
Americans present lower genetic diversity (as measured by = and other
heterozygosity indices) and higher levels of population structure (as
determined using Fstr or other similar statistics) than those seen in
populations/groups from other continents (Cavalli-Sforza et al., 1994;
Bortolini and Salzano, 1996; Wang et al., 2007). The opposite is
generally found when Sub-Saharan populations are investigated
(Rosenberg et al., 2002; Wang et al., 2007). These
diversity/divergence patterns are mainly due to demographic processes
(successive founder effects with later expansions) related to the
dispersal of modern Homo sapiens from Africa to other continents
(Alonso and Armour, 2001; Ramachandran et al., 2005; Fagundes et al.,
2007; Liu et al., 2007; Santos-Lopes et al.,2007; Wang et al., 2007).
Since demographic effects affect the whole genome, deviations from this
classical diversity/divergence model, as that observed here, is expected

when portions of the genome are under natural selection pressure
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(Bamshad and Wooding, 2003; Romeo et al., 2007; Barreiro et al.,

2008).

Third molar agenesis and the Ala240Pro polymorphisms

Physical anthropological studies, based on large samples,
determined that agenesis of the third molar vary within and between
human groups, although part of these findings can be attributable to the
absence of panoramic X-ray examinations (Bredy et al., 1991; Irish,
1993, 1997, 2003; Turner, 1986, 1987, 1990; Rozkovcova et al., 1999;
2004; Delgado-Bueno, 2007). The main result of these anthropological
investigations, however, has little possibility to be due to methodological
problems: a tendency of the ancestral dental trait, third molar presence,
generally decreases, whereas its absence increases in frequency from
Sub-Sahara to Europe and Asia (Figure 1). Interestingly, if we assume
that the C/Pro allele in the Ala240Pro SNP is absent or rare in sub-
Saharan populations as it is in Afro-Americans, our results are
suggesting that C/Pro increases in frequency from Africa to other

continents, in opposition with the presence of third molar cline.

The anthropological studies conducted with Native Americans
reveal that missing third molars are relatively frequent among Eskimos

(~ 20%), but it is difficult to establish a general pattern in relation to
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Native America as a whole due to the large amount of variation (range
from zero to ~ 40%; Gdémez-Valdés et al., 2005; Rozkovcova et al.,
1999; Turner ,1981,1986; Sutter, 2005; Hydenblit, 1996). In a way this
resembles the heterogeneous Ala240Pro allele distribution presented in
Table 3. But of course, other known and presently unknown genes, as
well as epigenetic factors may influence tooth development processes

(Tallon-Walton et al., 2007; Swinnen et al., 2008)

Demographic simulations and neutral/natural selection
tests

To better investigate the possibility of departures from a standard
neutral model with the PAX9 human data, we used Tajima’s D, and Fu
and Li 'D* and F* stastistics, and afterwards considered them under the
assumption of several demographic scenarios. The strong negative
values found for South Amerindians (Table 5 and Figure 2) are probably
inflated by demographic processes, since their significance is lost when
scenarios of bottlenecks with later expansion are simulated (Table 6).
Note, however, that for the other groups practically all values are
positive and significant under the different population growth scenarios,

considering the exon 3 datasets only (Tables 5 and 6).
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Discussion

Even considering that many polymorphisms are eliminated or fixed
as a consequence of genetic drift, it is expected that part of the human
molecular variation is result of varied selective pressures in different
geographical regions, each with its own different climate, pathogens and
sources of food (Bamshad and Wooding, 2003; Harris and Meyer, 2006;
Hughes et al., 2008). Additionally, natural selection act differently in
diverse genome segments; while portions of a given gene, for example,
are largely invariable due to strong negative selection, others vary due
to adaptative selection, relaxation of purifying selection, or balancing
selection, among others (Yang et al., 2000; Hughes, 2007). Our
findings show that the human PAX9 is a good example of this inter-
population and intra-gene evolutionary dynamics.

Evolutionary conservation is a potentially powerful method to
identify functional regions of the genome (Drake et al., 2006). Although
introns are subjected to less evolutionary constraint than coding
sequences, they may not evolve neutrally for many reasons, including
maintenance of the splicing efficiency or alternative splicing, as well as
conservation of transcription factor binding sites (Majewski and Ott,
2002; Waterston et al., 2002; Hare and Palumbi, 2003; Sorek and Ast,
2003; Bejerano et al., 2004; Voelker and Berglund, 2007; Hughes et

al., 2008). The high intron conservation in the PAX9 gene had been
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demonstrated earlier (Pereira et al., 2006). Here we detected Tajima’s
D, and Fu and Li" D* and F* negative values considering the 5"and 3"
flanking intronic regions in all populations where variation was observed
(Table 5). Although these numbers are not significant under population
increase demographic scenarios, the tendency for negative values can
be interpreted as a signature of functional constraint maintained by
purifying selection.

On the other hand, the level of PAX9 exon 3 nucleotide diversity
and divergence to in our sample as a whole (= = 27.4 x10™) is about
four times higher in comparison with that reported for the coding
region of other human genes (x = ~7.0 x10™ ; Li and Sadler, 1991).
The differentiation among all populations, including Native Americans
(Fst:  11%; data not shown) is also higher than that estimated for
neutral markers (Fst = 7.1%; Wang et al., 2007). The lack of intra and
inter population conservation of a specific exon in a development gene is
surprising. Our analyzes the human PAX9 exon 3 together with those
orthologous from 13 other vertebrate species demonstrated that the
driving force behind the evolution of this coding region is apparently
under intense purifying selection (Pereira et al., 2006). But, positive
selection effects are often masked by negative selection (Fay et al.,
2002) and the former could be occurring in human lineages (Pereira et

al., 2006). The Tajima’s D and Fu and Li‘'s D* and F* positive estimates
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considering exon 3 only, plus the Fst results (positive selection tends to
increase Fsr; Barreiro et al., 2008) obtained here vigorously reinforce
this suggestion. The central role of the Ala240Pro polymorphism in this
context is also demonstrated since when we excluded it the significance
of the neutrality tests is lost in practically all simulated scenarios (data
not shown). The sliding window method (Figure 2) was also used to
illustrate this situation.

Our earlier results also suggested that due to the dramatic
changes in the way of living and diets that occurred in the human
lineage, reduction in the number of teeth could be advantageous,
especially due to third molar implantation problems (Pereira et al.,
2006). The data presented in present study seems to indicate that this
view is correct and additionally permit us to hypothesize a possible
sequence of events to explain them as a whole. We have to assume
that initially there was selection relaxation on exon 3, allowing new
mutations to be maintained there. It is possible that the G - A
Ala240Pro mutation occurred in Africa, but only after the human
migration from there it acquired adaptative value. The Asian and
European high frequencies of the derived allele are in accordance with
this suggestion. In relation to South Amerindians, genetic drift and
cultural changes could have disturbed or reversed the postulated

adaptative advantage of the C/Pro allele. It is also possible that the
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reduced number of teeth is not the main factor that is subject to positive
selection. The C/Pro allele could be associated with variants connected
with cold adaptation or others, necessary for the Out-of-Africa migrants.
Several alleles selected for conditions different from those present in
equatorial Africa were recently identified (Harris and Meyer, 2006;

Hancock et al., 2008; Hughes et al., 2008).
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TABLE 3 .Genotype and allele distributions of the Ala240Pro polymorphism in 15 South
Amerindian and other human populations

Population Nol’flTn%e_r Genotype frequency Allele frequency Reference
Ala/ Ala Ala/Pro Pro/Pro
C/C/(%) C/G/(%) G/G/(%) C (Ala) G (Pro)

South
Amerindian
Aché 20 20 (100) 0 0 1 0 Pereira et al. (2006)
Apalai 9 7 (78) 2 (22) 0 0.89 0.11  Present study
Arara 21 18 (86) 3 (14) 0 0.86 0.14  Present study
Bari 4 4 (100) 0 0 1 0 Pereira et al. (2006)
Cayapo 1 1 (100) 0 0 1 0 Present study
Galibi 7 6 (86) 1(14) 0 0.86 0.14  Present study
Guarani 5 5 (100) 0 0 1 0 Pereira et al. (2006)
Jamamadi 5 2 (40) 2(40) 1(20) 0.6 0.40  Present study
Kaigang 20 15 (75) 5 (25) 0 0.88 0.12  Pereira et al. (2006)
Mekranoti 5 5(100) 0 0 1 0 Present study
Munducuru 8 7 (88) 1(12) 0 0.94 0.06 Present study
Tenharim 8 6 (75) 2 (25) 0 0.88 0.12  Present study
Warao 4 4 (100) 0 0 1 0 Pereira et al. (2006)
Xikrin 17 15 (88) 2(12) 0 0.94 0.06  Present study
Yucpa 4 4 (100) 0 0 1 0 Pereira et al. (2006)
Total 138 119 (86) 18 (13) 1 (<1) 0.93 0.07
Eskimos 44 21(48) 20(45) 3(7) 0.70 0.30 Present study
Asians 14 11(79) 2 (14) 1(7) 0.86 0.14 Pereira et al. (2006)
Europeans 365 169 (46) 172 (47) 24 (7) 0.70 0.30 Pereira et al. (2006)
Afro-
Americans 15 15 (100) 0 0 1 0 HAPMAP/dbSNP
Euro-
Americans 14 10 (71) 0 4 (29) 0.71 0.29 HAPMAP/dbSNP
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TABLE 4. Additional informations about mutations and nucleotide sequence diversity estimates
of PAX9 exon 3 and non-exon 3 bordering regions in several human populations

Number Number Non-
of Number of synonymous
Population REGION sequences of sites mutations mutations n + SE
. Exon 3 138 0 0 0
Ache Non-coding 40 452 0 0
TOTAL 590 0 0
Apalai Exon 3 18 138 3 3 0.00313 + 0.00330
P Non-coding 452 1 0.00025 + 0.00047
TOTAL 590 4 0.00092 + 0.00089
Arara Exon 3 42 138 2 2 0.00162 + 0.00217
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 2 0.00038 + 0.00051
Bari Exon 3 8 138 1 1 0.00311 + 0.00354
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 1 0.00073 + 0.00083
Cavano Exon 3 2 138 0 0 0
yap Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 0 0
Galibi Exon 3 14 138 1 1 0.00191 + 0.00250
Non-coding 452 1 0.00058 + 0.00076
TOTAL 590 2 0.00089 + 0.00089
Guarani Exon 3 10 138 1 1 0.00258 + 0.00307
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 1 0.00060 + 0.00072
Jamamadi Exon 3 10 138 1 1 0.00386 + 0.00398
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 1 0.00090 + 0.00092
Kaingan Exon 3 40 138 2 1 0.00199 + 0.00244
g9ang Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 2 0.00046 + 0.00057
. Exon 3 138 0 0 0
Mekranoti  non_coding 10 452 2 0.00088 + 0.00101
TOTAL 590 2 0.00068 + 0.00077
Munducuru Exon 3 16 138 2 2 0.00175 + 0.00236
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 2 0.00041 + 0.00055
Tenharim Exon 3 16 138 2 2 0.00326 + 0.00341
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 2 0.00076 + 0.00080
Exon 3 138 0 0
Warao Non-coding 8 452 0 0
TOTAL 590 0 0
Xikrin Exon 3 34 138 2 2 0.00084 + 0.00152
Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 2 0.00020 + 0.00036
Yupca Exon 3 8 138 0 0
P Non-coding 452 0 0
TOTAL 590 0 0
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TABLE 4. Cont.

Number Number Non-
of Number of of synonymos
Population REGION  sequences sites mutations mutations n + SE
South Exon 3 138 9 8 0.00164 + 0.00215
Amerindians Non- 276
(Average) coding 452 4 0.00008 + 0.00025
TOTAL 590 13 0.00045 + 0.00055
Exon 3 138 2 1 0.00372 + 0.00351
Eskimos Non- 88 0
coding 220
TOTAL 590 2 0.00087 + 0.00082
. Exon 3 138 1 1 0.00184 + 0.00236
Asians
(Japanese) Non- 28 0 0
coding 452
TOTAL 590 1 0.00043 + 0.00055
Exon 3 138 1 1 0.00561 + 0.00469
I_European_s Non- 30
(Polish/Spaniard) coding 452 1 0.00014 + 0.00034
TOTAL 590 2 0.00143 + 0.00116
Exon 3 138 2 1 0.00560 + 0.00469
Euro-Americans Non- 28 0
coding 452
TOTAL 590 2 0.00131 + 0.00110
Exon 3 138
Afro-Americans Non- 30
coding 452
TOTAL 590
Exon 3 138 15 12 0.00264 + 0.00282
All Non- 480
coding 452 5 0.00005 + 0.00020
TOTAL 590 20 0.00066 + 0.00069
TABLE 5.Statistical tests to detect departures from a standard neutral model
Tajima’s D Taiima’s D Fuand Li's Test Fu and Li s Test
Population (Non - J (Non -Coding) (Exon 3)
! (Exon 3)
Coding) D* F* D* F*
South Amerindians -2.13561 -1.84693 -3.84723 -2.13561 -3.03182 -3.08405
Eskimos 0 0.46730 0 ND 0.69567 0.73072
Japanese 0 -0.01865 0 ND 0.60275 0.49703
Europeans -1.14700 1.09500 -1.68214 -1.76554 0.80615 1.02510
Euro-Americans 0 1.05245 0 ND 0.81535 1.01741
Afro-Americans 0 0 0 ND 0 ND

Total (less South
Native Americans) -0.95003 0.7049 -2.20545 -2.13561 0.63545 0.77585

Note: Statistical significance (p values) of these numbers under different demographic scenarios are
presented in Table 6.
ND. Not determined.
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ESKIMO, ASIAN and EUROPEAN

SOUTH AMERINDIAN

1 SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ D 4 SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ b
20 L 3! 2,0 | |
. P ' I P |
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| / h I |
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| I \ / | | /0
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1 SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ T 1 SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ —_ D"
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FIGURE 2.Graphical of the Sliding Window method, perform for DNAsp 4.0, (window length = 20 ntd;
step size =5 ntd). In the graph Tajima's D and Fu and Li s D*and F * values (Y axis) can be plotted
against the nucleotide position (X axis). Note that the graphics are not with the same scale. The
sequence of the protein was placed to illustrate the target region. Tajima's D neutraly test (A) Asian,
Eskimo and European (B) South Amerindian; Fu and Li's D * test (C) Asian, Eskimo and European (D)
South Amerindian; Fu and Li's F * test (E ) Asian, Eskimo and European (F) South Amerindian.
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III-2. Resultados adicionais

Além das amostras humanas (ver manuscrito) foram também
investigadas 53 outras espécies de mamiferos (Tabelas 3 e 4). Destas,
25 tiveram os exons 2, 3 e 4 do gene PAX9 sequenciados para o
presente estudo (Tabela 3), enquanto dados das demais foram
compilados de sites especializados em bancos com seqiiéncias de DNA
(Tabela 4). Com isso pretende-se atingir os objetivos 2 e 3 dessa
dissertacao.

No apéndice I pode ser visto os detalhes sobre as amostras, bem
como sobre os métodos utilizados para a obtencdao dos resultados que
serdao apresentados a seguir. Vale destacar que algumas analises
envolveram somente primatas enquanto outras envolveram o banco de
dados completo. Salienta-se ainda que diante do volume de dados, as
analises que seguem sao de carater preliminar, sendo que deverao ser

expandidas num futuro préximo.
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TABELA 3. Relacdo das amostras dos mamiferos.
. . Formula Dental: . ~
Espécie iD Ordem (I - C- PM -M) Alimentagcao E2 E3

Alouatta Bugiu 2 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Herbivoros Ok Ok Ok
(NWM)

Brachyteles Muriqui 1 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3) X2 =36 Herbivoros Ok Ok Ok
(NWM)

Bradypus Sloth 1 Xenarthra 5/4-5 = 18-20 Herbivoros Ok Ok Ok

Cacajao Uakari 2  Primata (2/2-1/1-3/3-3/3) X2 =36 Herbivoros NO Ok NO

melanocephalus (NWM)

Callicebus Titi 1 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3) X2 =236 Herbivoros NO Ok NO

coimbrai (NWM)

Canis Dog 7 Carnivora (3/3-1/1-4/4-2/2) + Onivoros Ok Ok Ok

domesticus (3/3-1/1-4/4 - 2/2) = 38

Cebus robustus CpBlack 4  Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Onivoros NO Ok NO
(NWM)

Cebus Capuchin 6 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Onivoros NO Ok NO

xanthosternos (NWM)

Chiropotes Saki 1 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Herbivoros NO Ok NO

uthaickae (NWM)

Ctenomys Lami  TucolL 3 Rodentia (1/1-0/0-1/1-3/3) =20 Herbivoros Ok NO Ok

Ctenomys TucoT 2 Rodentia (1/1-0/0-1/1-3/3) =20 Herbivoros Ok Ok Ok

torquatus

Cyclopes AnteaterS 1  Xenarthra 0 Insetivoros Ok NO Ok

didactylus

Dasypus Tatu 1 Xenarthra 7-8/7-8 até 18/19 Insetivoros Ok Ok Ok

Dugong dugon Dugong 1 Sirénia 2/3,0/1, 3/3, 3/3 = 36 Herbivoros Ok OK NO

Eubalaena Whale 4  Cetacea 0 Planctivoras Ok Ok Ok

australis (Mist)

Gorilla gorilla Gorilla 1 Primata (2/2-1/1-2/2 -3/3) X 2= 32 Herbivoros Ok Ok Ok
(HOM)

Grampus griseus RDolphin 1 Cetacea 0-7 homodontes Carnivoros Ok NO Ok
(Odo)

Leontopithecus LionT 3 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Onivoros NO Ok NO

chrysomelas (NWM)

Leontopithecus Tamarin 5 Primata (2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36 Onivoros Ok Ok Ok

rosalia (NWM)

Manis Javanica Pangolin 1 Pholidota O Insetivoros NO Ok Ok

Mesoplodon GrayiWhale 1 Cetacea 15 - 22/1 homodontes Piscivoras Ok NO Ok

grayi (0Odo)

Myrmecophaga Anteater 1 Xenarthra 0 Insetivoros Ok Ok OK

tridactyla

Pontoporia TDolphin 2 Cetacea 53-58 / 51-56 = 114 Piscivoras Ok Ok Ok

blainvillei (Odo) homodontes

Tamandua AnteaterM 1 Xenarthra 0 Insetivoros Ok Ok OK

tetradactyla

Trichechus Manatee 1 Sirénia 6 (M - substituiveis) Herbivoros OK Ok NO

inunguis

25 Espécies Total 54 18 23 17
N - Namero de individuos;ID - identificagdo; I- incisivos; C- caninos; PM- pré-molares; M - molares; E2 -exon2; E3 -
exon3; E4 -exon4;HOM - Hominidae; NWM - new world monkey; MYS - Mysticeti; ODO - Odontoceti; Dados
Coletados: NCBI taxonomydatabase (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy), Animal Diversity Web -
University of Michigan Museum of Zoology (http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/index.html) , Mammalian
Crania Photographic Archive (http://taxa.soken.ac.jp/mcpa2/en/mammal.html).
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TABELA 4. Relacdao das amostras dos mamiferos in silico.

Espécie

Aotus infulatus

Bos taurus

Callimico goeldii
Callithrix jacchus
Dasypus novemcinctus

Daubentonia
madagascariensis
Echinops telfairi

Gallus gallus

Lemur catta

Lepilemur edwardsi
Macaca mulatta
Microcebus_murinus
Monodelphis domestica
Mus musculus
Myotis_lucifugus

Pan troglodytes

Rattus norvegicus

Ornithorhynchus
anatinus
Otolemur garnettii

Perodicticus potto

Propithecus verreauxi
coquereli
Saguinus oedipus

Saimiri boliviensis
Saimiri sciureus
Sorex araneus
Sus_scrofa
Tarsius syrichta

Tupaia belangeri

Aotus
Cow
Goeldis
Marmoset
Armadillo
Ayeaye
Tenrec
Chick
Lemur
Lepilemur
Rhesus
Mlemur
Opossum
Mouse
Bat
Chimp
Rat

Platypus

Galago
Potto
Sifaka
Sagui
Saimiri
Ssciureus
Shrew

Pig
Tarsier

Tshrews

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

Ensenble

NCBI

Ensenble

Ensenble

NCBI

NCBI

NCBI

Ensenble

NCBI

NCBI

Ensenble

NCBI

NCBI

NCBI

Ensenble

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

Ensenble

Ensenble

NCBI

Ensenble

Primata
(NWM)
Artiodactila

Primata
(NWM)
Primata
(NWM)
Xenarthra

Primata
(LEM)

Afrosoricida
Aves

Primata
(LEM)
Primata
(LEM)
Primata
(OWM)
Primate
(LEM)
Didelphimorphia

Rodentia
Chiroptera

Primata
(HOM)
Rodentia

Monotrémata

Primate
(LEM)
Primata
(LEM)
Primata
(LEM)
Primata

(NWM)
Primata
(NWM)
Primata
(NWM)
Soricomorpha

Artiodactyla
Primata

(LEM)
Scandentia

Formula Dental:

(I - C- PM -M)
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36
(0/3, 0/1, 2-3/3, 3/3) = 30-32
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =136
7-8/7-8 to 18/19

(1/1, 0/0, 1/0, 3/3) = 18

2-3/2-3, 1/1, 2-3/2-3,

2-4/2-3 = 32-40

0

2/2,1/1,3/3,3/3 = 36

2/2, 1/1, 3/3, 3/3 = 36

(2/2 - 1/1- 2/2 - 3/3) X 2= 32
2/2, 1/1, 3/3, 3/3 = 36

5/4, 1/1, 3/3, 4/4 = 50
(1/1-0/0 - 1/1 - 3/3) = 20
1-2/2-3, 1/1, 1-3/2-3,

3/3= 28 -38

(2/2 - 1/1- 2/2 - 3/3) X 2= 32
(1/1-0/0 - 1/1 - 3/3) = 20

0

2/2,1/1,3/3,3/3 = 36

2/2, 1/1, 3/3, 3/3 = 36

2/2 - 1/1-3/3-3/3) +

(1/1 - 1/1- 3/3 - 3/3)= 34
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36
(2/2-1/1-3/3-3/3)X2 =36
3/1-2, 1/0-1, 1-3/1,

3/3 = 26-32

1-3/3, 1/1, 2-4/2

or 4, 3/3 = 34-44
2/2-1/1-3/3 - 3/3) +

(1/1-1/1-3/3 - 3/3)= 34
2/3,1/1, 3/3, 3/3 = 38

Alimentacao

Onivoros
Herbivoros
Onivoros
Herbivoros
Insetivoros

Onivoros

Onivoros
Onivoros
Herbivoros
Herbivoros
Onivoros
Insetivoros
Onivoros
Onivoros
Insetivoros
Onivoros
Onivoros

Piscivoras

Onivoros
Onivoros

Herbivoros

Onivoros
Onivoros
Onivoros
Carnivoros
Onivoros
Insetivoros

Insetivoros

E2
NO

Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

Ok
Ok
Ok
Ok
Ok
OK
Ok
Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

OK
Ok

Ok

Ok
Ok
Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

E3
Ok

Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

Ok
Ok
Ok
Ok
Ok
OK
Ok
Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

NO
Ok

Ok

Ok
Ok
Ok
Ok
Ok
Ok

Ok

NO

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

NO

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

OK

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

Ok

28 Espécies

27 27 26
N - Numero de individuos; ID - identificagdo; I- incisivos; C- caninos; PM- pré-molares; M - molares; E2 -exon2; E3 —-exon3;

E4 -exon4;

HOM - Hominidae; NWM - new world monkey; OWM - old world monkey;MYS - Mysticeti; ODO - Odontoceti; LEM -

lemuriforme; SEQ - origem da sequencia , NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi),

Ensemble(http://www.ensembl.org/Multi/blastview)

Dados Coletados: NCBI taxonomy database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy),

Animal Diversity Web - University of Michigan Museum of Zoology(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/index.html),

Mammalian Crania Photographic Archive (http://taxa.soken.ac.jp/mcpa2/en/mammal.htm I).
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III-2.1. A variacao do exon 3 do gene PAX9 dentro do
género Cebus e entre espécies de macacos do Novo
Mundo

Como visto no manuscrito, a variabilidade no exon 3 na nossa
espécie pode ser explicada por um conjunto de fendmenos, dentre os
quais selecao Darwiniana. Qual seria a variabilidade do exon 3
considerando outras espécies de primatas?

Obviamente, o ideal para responder esta pergunta seria gerar
dados, como foi feito no caso dos humanos, a partir de investigagao de
diversos individuos de varias espécies, incluindo grandes macacos,
macacos do velho e do novo mundo, além dos primatas de Madagascar.
Até o momento somente duas espécies das 24 de primatas nao-
humanos investigadas, tiveram mais de trés individuos seqlienciados
(10 individuos do género Cebus; 6 Cebus xanthosternos, 4 Cebus
robustus; Tabela 3).

Considerando somente estes 10 individuos, nao foi encontrada
nenhuma substituicdo com troca de aminoacido dentro do género Cebus
(Figuras 4 e 5; Tabela 5), e nenhum dos testes de neutralidade feitos,
apresentou valores significativos (Tabela 6). Aparentemente, pelo
menos, nessa linhagem dos Platyrrhini ndao ha o relaxamento funcional

no exon 3.
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Homo a/1-138
Homo b/f1-138
Homo c/1-138
Homo d/1-138
homo e/1-138
Homo f£/1-138
Homo g/1-138
Homo h/f1-138
Homo i/1-138
Homo j/1-138

Homo sapiens

3o ——
M0O469R CX/1-138
M0O474F CX/1-138
MO474R CX/1-138
M1624F CX/1-138
M1624R CX/1-138
M2005F CX/1-138
M2005R_CX/1-138
M2223F CX/1-138
M2223R_CX/1-138
M2283F CX/1-138
M2283R CX/1-138
M2110F CR/1-138
M2110R CR/1-138
M2132F CR/1-138
M2132R CR/1-138
M2208F CR/1-138
M2208R CR/1-138
M2209F CR/1-138

Cebus sp.
Invariable sites

Consensus

AGCGACAGCTCCCCCTACCACAGCCCCAAGGTGGAGGAGTEGGAGCAGCCTEGGGCCEGCAACAACTTCCCC
70 80 90 100 110 120 130

Homo a/1-138
Home b/1-138
Homo c/1-138
Homo d/1-138
homo e/1-138
Homo £/1-138
Homo g/1-138
Homo h/1-138
Homo i/1-138
Homo j/1-138
M0469F CX/1-138
MO469R CX/1-138
MO474F CX/1-138
M0474R_CX/1-138
M1624F CX/1-138
M1624R CX/1-138
M2005F CX/1-138
M2005R CX/1-138
M2223F CX/1-138
M2223R CX/1-138
M2283F CX/1-138
M2283R CX/1-138
M2110F CR/1-138
M2110R CR/1-138
M2132F CR/1-138
M2132R CR/1-138
M2208F CR/1-138
M2208R CR/1-138
M2209F CR/1-138
M2209R_CR/1-138

Homo sapiens

ERENCEE B

Cebus sp.
Synonymous sites

T
T
T
T
T

= |

Consensus

GCCGCCGCCCCGCACGCGGTGAACGGGCTGGAGAAGGGAGCCCTGGAGCAGGAAGCCAAGTACGGTCAG

FIGURA 4. Seqléncias de nucleotideos dos haplétipos humanos e dos individuos do género Cebus.
Gerada pelo Jalview.
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[ Homo a/1-46
Homo b/1-46
Homo c/1-46
Home d/1-46
homo e/1-46
Homo f/1-46
Homo g/1-46
Homo h/1-46
Homo 1/1-46
|_Homo j/1-46
[TMo469F cxX/1-46
MO469R CX/1-46
M0474F CX/1-46
MO474R CX/1-46
M1624F CX/1-46
M1624R CX/1-46
M2005F CX/1-46
M2005R CX/1-46
M2223F CX/1-46
M2223R CX/1-46
M2283F CX/1-46
M2283R CX/1-46
M2110F CR/1-46
M2110R CR/1-46
M2132F CR/1-46
M2132R CR/1-46
M2208F CR/1-46
M2208R CR/1-46
M2209F CR/1-46
_M2209R_C'R/1—46

Homo sapiens

Cebus sp.
Invariable aminoacides

W h W hh K nh Kb hhh OO

Conservatio: . I I
4 5 4 7
Quality ‘ .
Consensus

SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ

FIGURA 5. Seqliéncias de aminoacidos dos haplotipos humanos e das amostras do género
Cebus. Gerada pelo Jalview.
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TABELA 5. Polimorfismo no exon 3 do gene PAX9 de Cebus.
Regiao Sites SilSites NSynSites Mut(Tot) SilMut NSynMut

Regiao

Codificadora 138 30,70 107,30 2 2 0

n(Tot) = (Sil)  ©(Tot) O(Sil)  K(JC-Tot) K(IC-Sil)

0,00755 0,03395 0,00409 0,01837 0,01539 0,06593

As estimativas do nimero de mutacoes, de 6 (theta), e de = (Pi) foram obtidas a partir
da comparacdo de dados intraespecificos; Tot -total; Sil - silencioso; JC - corregdo de
Jukes-Cantor.

TABELA 6. Testes de neutralidade considerando o exon 3 em amostras do género Cebus.

FuandlLi’'s

Populacao Tajima’s D
D* F*
Cebus xanthosternos 1,22270# 0,972954# 1,16768#
Cebus robustus 1,44416 # 0,88779# 1,10037#
Todos os Cebus 1,98958 # 0,86615# 1,34153#

# P>0,05 (nao significante).

Numa outra analise foram consideradas todas as 24 amostras de
primatas deste estudo, (N = 24, ou seja, um individuo por espécie; ver

Tabelas 3 e 4, Figura 6 e 7).
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10 20 30 40 50 &0

Men/1-138
Chimp/1-138
Gorilla/1-138
Rhesus/1-138
Cacajao/1-138
Chiropotes/1-1
Callicebus/1-1
Marmoset/1-138
Cmico/1-138
Lechrysomel/1-1
Lrosalia/1-138
Sagui/f1-138
Cxanthe/1-138
Crobustus/1-13
Aotus/1-138
Saimiri/1-138
Ssciureus/1-13
Brachytele/1-1
Alouatta/1-138
Tarsier/1-138
Ayeaye/1-138
Potto/1-138
Lemur/1-138
Sifaka/1-138
Lepilemur/1-13

Consensus

AGCGACAGCTCCCCCTACCACAGCCCCAAGGTGGAGGAGTEGAGCACGCCTEGGECCBCAACAACTTCCCCC

70 80 S50 100 110 120 130

Men/1-138
Chimp/1-138
Gorilla/1-138
Rhesus/1-138
Cacajao/1-138
Chiropotes/1-1
Callicebus/1-1
Marmoset/1-138
Cmico/1-138
Lehrysomel /1-1
Lrosalia/1-138
Sagui/1-138
Cxantho/1-138
Crobustus/1-13
Aoctus/1-138
Saimiri/1-138
Ssciureus/1-13
Brachytele/1-1
Alouatta/1-138
Tarsier/1-138
Ayeaye/1-138
Potto/1-138
Lemur/1-138
Sifaka/1-138
Lepilemur/1-13

Consensus

GCCGCCECCCCECACGCCGEGTEAACGEGECTEGGAGAAGGGAGCCCTGGAGCAGGAAGCCAAGTACGGTCAG

FIGURA 6. Alinhamento das seqliéncias dos nucleotideos das 25 espécies de primatas,
incluindo o homem. Gerado pelo Jalview.

&3



Pax9: Uma ferramenta evolutiva? I;I;'GE;V_I UFRGS

10 20 30 40

Men/1-46
Chimp/1-46
Gorilla/1-46
Rhesus/1-46
Uakari/1-46
Saki/1-46
Titi/1-46
Marmoset/1-4
Goeldis/1-46
LionT/1-46
Tamarin/1-46
Sagui/1-46
Capuchin/1-4
CpBlack/1-46
Aotus/1-46
Saimiri/1-46
Ssciureus/1-
Muriqui/1-46
Bugiu/1-46
Tarsier/1-46
Ayeaye/1-46
Potto/1-46
Lemur/1-46
Sifaka/1-46 N

Lepilemur/1-
s I T BN N N
. 8 5 8 - 6 6 .-.. o]
Quality I I I I
Consensus

SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ

FIGURA 7. Alinhamento das seqliéncias dos aminoacidos das 25 espécies de primatas,
incluindo o homem. Gerado pelo Jalview.
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Estudos anteriores detectaram que o aminoacido treonina
(Ala253Thr) estava presente em todas as espécies de macacos do Novo
Mundo estudadas até entdao (Pereira e cols.,2006;e Perry e cols.,2006).
Nestes trabalhos prévios foi levantada a hipotese de que este alelo
estaria fixado na linhagem dos Platyrrhini. Nas espécies estudadas nesta
dissertacdo esta hipdétese ndo pode ser confirmada. O alelo treonina nao
foi encontrado em nenhum dos 25 individuos seqienciados.

As taxas de substituicdes sindnimas e nao-sindnimas (dN/dS),
foram determinadas utilizando-se o programa YNOO, do pacote do PAML,
e podem ser vistas na tabela 8. Para o calculo desta taxa foi utilizada
uma arvore filogenética baseada em dados de marcadores neutros
publicados por Schneider e cols. (2004) e Horvath e cols. (2007 e 2008)
(Figura 8). Através da observacdo da ilustracdo apresentada na figura 9,
pode-se perceber que embora os valores de dN/dS variem quando as
espécies de primatas sdo comparadas, ele nunca excede 1, sendo que o
maior valor da estatistica envolve as espécies de |émures versus os
demais. Ja a figura 10 destaca os valores considerando os humanos
versus cada uma das outras espécies de primatas. Também se observa
gue os maiores valores sao quando os |Iémures sdao considerados. Isso
poderia estar indicando algum sinal seletivo, ou ainda ser um sinal

filogenético, ja que os Iémures sao distantes de todos os demais.
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Lepilemur

Lemur
Potto
Ayeaye
Tarsier
Chimp
| Gorilla
Rhesus
* it
s
]
* Uakari
Marmoset
* Goeldiis

* CpBlack
{ * Capuchin
Sagui
* Tamarin
Ssciureus
{ Saimiri

Aotus

* Muriqui

FIGURA 8. Arvore utilizada para a analise do exon 3 em primatas, construida baseada nas
relages filogenéticas estabelecidas com marcadores neutros publicados por Schneider e tal
(2004) e Horvath e cols. (2007 e 2008).
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Para tentar discriminar entre as duas possibilidades citadas acima,
foi testado qual o melhor modelo de substituicdo de cédons se aplica
nesse caso, usando o programa CODEML, do pacote do PAML (ver
Apéndice I).

Quando os modelos (MO - M3, Mla - M2a e M7 - M8) sao
comparados por maxima verossimilhanca, o melhor modelo é o M3 (p <
0,001), que admite variacao nas classes de w (Tabela 8). Ou seja, indica
que a pressao seletiva varia através dos sitios de aminoacidos, o que ja
tinha sido observado através das figuras 9 e 10. Foi verificado que cerca
de 27% dos cdédons estdo sobre um regime de relaxamento funcional
(w2 = 0,28387). Desse modo, se algum sinal seletivo existe, ele nao
seria forte suficiente para gerar significancia estatistica. Concluindo,
nesse momento sé podemos sugerir que a variacdo nas taxas dN/dS
entre os primatas sao resultado de um afrouxamento da pressao

seletiva.
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TABELA 8. Parametros estimados sobre varios modelos de substituicio de cdédons
considerando o exon 3 em primatas.

Parametros estimados €

Modelo?  dN/ds’ ¢ p-value
o ® = 0,07316
MO: one-ratio(1) 47316 -432.402917
<0,001
o p0 =0,23127, p1 =0,502298, (p2 =0,26755)
M3: discrete (5) 9759 0 =0, w1 =0, w2 = 0,28387 -424,382447
p0 =0,90613 , (p1 = 0,09387)
M1la: neutral (1) -428,159334
0,1286 ()0 =0,03831 ), (@1 =1)
0,999
_ : p0=0,90613, p1 =0,09387, (p2=0) (w0
M2a:selection(3) o 1586  =0,03832), (0l =1), w2 = 16,86772 -428,159334
M7: beta (2) 00730 P =0/13682 q= 1048168 425274395
pO= 0,98922 (pl= 0,01078) p= 0,14690 q= 0.489
M8: betagw (4) 155, 193778 -424,561039 s

w= 3,21739

a O numero apos o cddigo modelo, entre parénteses, é o nimero de parametros livres na distribuigdo de .
b O valor dN/dS ratio € um valor médio de todos os cddons presentes no alinhamento do exon 3 do gene
PAX9. ¢ os parametros em parénteses ndo sao parametros livres; w dN/dS ratio; p, proporgdo de cédons na
classe de w; M0-M3: x*>df=4; M1a-M2a: y>df=2; M7-M8: x> df=2;LTR: 2A £ =2(¢£ 1-£0).

III-2.2. A variacao da porc¢cao codificadora do gene
PAX9 em mamiferos

Como pode ser visto nos dados apresentados até aqui, parece que
pelo menos o exon 3 do PAX9 estd sujeito a diferentes pressdes
evolutivas considerando os primatas. A fim de se ampliar o
conhecimento sobre o tema, as andlises foram expandidas para os
exons 2 e 4 considerando as outras espécies de mamiferos disponiveis

para esse estudo. Isso permitiu atender o objetivo 2 dessa dissertacao.
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Primeiramente foram analisadas comparativamente as seqliéncias,
dos exons 2, 3 e 4 considerando as 37 espécies, ou seja, todas aquelas
que apresentavam dados completos para todos os 3 segmentos (Tabela
9 e Figura 10).

O resultado mais marcante é a grande diferenca entre a
porcentagem de mutagdes ndo-sinbnimas encontradas no exon 3
guando este é comparado ao exon 2; enquanto somente 2% das
mutacdes do exon 2 trocam o aminoacido, no exon 3 acontece a
mudanca em cerca de 32%. Isso indica que o fendbmeno ja observado
nos humanos parece ser algo mais geral considerando outros

mamiferos.

TABELA 9. Dados sobre trés exons do gene PAX9 em 37 espécies de mamiferos.

Sitios Cédons Sitios Sitios ndo- Mut .
PAX9 (analisados)  (analisados) ~ sin6bnimos  sin6bnimos (Tot) SIS L
(SIL) (NYS) (%) (%)
(Eé‘g; sb) 555 185 147,57 407,43 237%/215 210(98) 5(2)
(Efgg sb) 135 45 30,32 104,68 07735  24(68) 11(32)
Exon 4 240 85 62,73 177,27  104%/79  69(87) 10(13)
(255 pb)

Sitios com gaps ou dados incompletos sédo excluidos da analise; Quando céodons complexos, foram
detectados as mutagdes sinbnimas e ndo-sinénimas ndo foram contabilizadas *

4

E esperado que uma onipresente selecao purificadora domine
completamente o panorama evolutivo do exon 2, onde estd o dominio
pareado (sinalizado com uma barra vermelha na figura 11) de um gene
importante para o desenvolvimento. Sao 384 nucleotideos envolvidos no

dominio pareado e ali nao ha nenhuma alteracao que leve a mudanca de

92



Pax9: Uma ferramenta evolutiva?

aminoacidos como pode ser visto no bloco azul compacto na figura 9(A).
Ou seja, sdao exatamente os mesmos 128 aminoacidos para todos os 37
mamiferos analisados, entre eles o homem, a baleia e o ornitorrinco.

Ja os exons 3 e 4 mostram importante variacgdo em nivel de
aminoacidos (Figura 9B e C). Testes foram realizados considerando cada
exon em separado para avaliar quais possiveis forcas evolutivas
estariam atuando na manutencao dessa diversidade.

Para a anadlise especifica de cada exon, utilizou-se uma arvore
(Figura 12) baseada nas relacOes filogenéticas estabelecidas com
marcadores neutros publicados por Murphy e cols. (2001), Eizirich e
cols. (2001), Schneider e cols. (2004) e Horvath e cols. (2007 e 2008).
Essa construcdao se faz necessaria para rodar o programa PALM (ver

material e métodos no Apéndice I).
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Exon 2

Exon 3

Exon 4

Espécies presentes
somente na andlise

dos exons 2 e 3;

Espécies presentes
somente na analise
dos exons 2 e 4;
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FIGURA 12. Arvores utilizadas para a analise dos exons 2, 3 e 4 nos mamiferos, foi construida baseada nas relacdes

filogenéticas estabelecidas com marcadores neutros publicados por Murphy e cols. (2001), Eizirich e cols. (2001)

Schneider e tal (2004) e Horvath e cols. (2007 e 2008)
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III-2.2.1. Onipresente selecao purificadora no exon 2

Na analise especifica do exon 2, quarenta e oito espécies puderam
ser comparadas. Os resultados dos calculos das taxas de substituicdes,
bem como os modelos encontram-se na tabela 10. Quando os modelos
de substituicdo sao comparados (MO - M3, Mla - M2a e M7 e M8), o
que melhor se adapta aos dados é o M3 (p < 0,001), que admite
variacdo nas classes de w. A taxa de substituicdes sindbnimas e ndo-
sinbnimas (dN/dS - w = 0,00759) é um valor significativamente menor
que zero, sinalizando que a principal forca agindo no exon 2 de
mamiferos &, como esperado, selecao purificadora. Além disso, como o
modelo M3 permite ramos com valores diferentes, encontramos que
92% dos sitios dentro do exon 2 estdo sujeitos a uma taxa substituicdoes
sinbnimas e nado-sinbnimas muito baixa (menor que 0,00125). Isso
significa que uma esmagadora constricdo funcional mantém a seqiiéncia
de aminoacidos inalterada por todas as linhagens dos mamiferos

estudadas na presente dissertagao.
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TABELA 10. Parametros estimados sobre varios modelos de substituicdao de codons
considerando o exon 2 em mamiferos.

Parametros estimados €

Modelo ? dN/ds’ e p-value
o ® = 0,0073
MO: one-ratio(1) 04732 -3678.522512
pO =0,44949, p1 =0,47187, <0,001
o (p2 =0, 07863)
M3: discrete (5) 00750 0 =0,00124, wl =0,00125 w2 = -3643.980262
0,08564

p0 =1, (p1 = 0)
M1la: neutral (1)

0,1286 (@D 20100732 3, (w1 =1) -3678.522661
0,999
: . p0=1, p1 =0, (p2=0) (w0 =0,00732),
MEERSSEIEEIONS) g e (01 =1), w2 = 13,95102 -3678.522512
M7: beta (2) 0.0085 P =0.05618 q= 4.42657 -3644.412323
. _ _ _ 0,999
M8: beta&w (4) 4 nogs p0= 1 (pl= 0) p= 0.05618 3644.412504

gq= 4.42656 w = 2.20614

a O numero apo6s o cédigo modelo, entre parénteses, é o nimero de parametros livres na distribuigdo de w.
b O valor dN/dS ratio é um valor médio de todos os codons presentes no alinhamento do exon 2 do gene
PAX9. ¢ os parametros em parénteses ndo sdo parametros livres; w dN/dS ratio; p, proporcdo de cédons na
classe de w; M0-M3: x*>df=4; M1a-M2a: y>df=2; M7-M8: x> df=2;LTR: 2A £ =2(¢£ 1-£0).

III-2.2.2. O exon 3 na linhagem dos mamiferos

Como ja foi sinalizado pela imagem da figura 11 (B), o exon 3 é o
mais varidvel também considerando as quarenta e sete espécies de
mamiferos. Nesse caso, pode-se perguntar: que forcas evolutivas

estariam envolvidas na manutencgdao e no padrao dessa variagao?

Os resultados dos calculos das taxas de substituicoes, bem como
0s modelos encontram-se na tabela 11. Quando os modelos (MO - M3,
Mla - M2a e M7 - M8) sao comparados, o melhor deles é o M3 (p <

0,001), que admite variagao nas classes de w.
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TABELA 11. Parametros estimados sobre varios modelos de substituicdao de codons
considerando o exon 3 em mamiferos.

A~ - C
Modelo ? dN/dSb Parametros estimados ¢ p-value
MO: one-ratio(1) 0,03925 w = 0,03925 -1096,684136
p0 =0,27719, p1 =0,51180, <0,001
M3: discrete (5) (p2 =0,21101) )
0,0435 ® 0 =0, w1 =0,03189, w2 = 0,12860  1083,183286
p0 =0,97783, (p1 = 0,02217)
M1la: neutral (1) _
0,0588 (@D =0,03744), (@1 =1) 1092,257013
p0=0,97783, p1 =0,00794, 0,960
M2a:selection(3) 0,0582 (_p2=0,01422) (w0 i0,03687), (w1 -1092,209749
=1), w2 =1
M7: beta (2) 0,0437 P =0,61508 q= 12,86620 -1083,283858
_ pO= 0,98156 (pl= 0,01844) 0,572
M8: betadw (4) ) o573 p= 0,71422 q= 16,64557 @ = 1 -1082,726387

a O numero apo6s o cédigo modelo, entre parénteses, é o nimero de parametros livres na distribuigdo de w.
b O valor dN/dS ratio é um valor médio de todos os codons presentes no alinhamento do exon 2 do gene
PAX9. ¢ os parametros em parénteses ndo sdo parametros livres; w dN/dS ratio; p, proporcdo de cédons na
classe de w; M0-M3: x*>df=4; M1a-M2a: y>df=2; M7-M8: y*df=2;LTR: 2A £ =2(¢£ 1-£0).

O valor médio da taxa de substituicdes sinbnimas e nao-sinbnimas
€ menor do que 1 (dN/dS = 0,0435), indicando selecao purificadora em
73% dos codons. Entretanto, o modelo de substituicdo M3, que tem o
melhor ajuste, permite taxas de substituicdes diferentes entre os
cédons, e encontramos que 21% dos sitios estao sujeitos a uma taxa
substituicbes sinbnimas e ndo-sinbnimas igual a w2 = 0,12860,
indicando que pelo menos um quarto dos cbédons do exon 3
encontrariam-se sob relaxamento funcional. Como ja foi mencionada no
manuscrito, a selecao purificadora pode mascarar selegao positiva em

alguma linhagem ou ramo filogenético especifico. Analises utilizando
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parametros de maneira mais adstringente deverdo ser utilizadas
futuramente para avaliar mais detalhadamente se isso poderia estar

ocorrendo nesse caso.

III-2.2.3. A variacao do exon 4 do gene PAX9 em
mamiferos

Para a analise envolvendo o exon 4, quarenta e cinco espécies de
mamiferos foram consideradas. Os resultados dos calculos das taxas de
substituicdbes, bem como os modelos encontram-se na tabela 12.
Quando os modelos (MO - M3, Mla - M2a e M7 - M8) sao comparados,
novamente € o M3 que melhor se ajusta (p < 0,001). A taxa de
substituicdes sinbnimas e nao-sinbnimas (dN/dS - w2= 1,13501) é um
pouco maior que 1. Isso significa que deve haver sitios sujeitos a
selecao Darwiniana. De fato, as analises indicam que pelo menos 2%
dos sitios nesse exon estariam sob acdo de selecdao positiva.
Adicionalmente, a tabela 13 mostra os valores de w para cada cddon.
Pode-se observar que em dois cédons 49 e 50, correspondentes aos
aminoacidos 306 e 307 respectivamente, podem estar sujeitos a selecao

positiva, com uma probabilidade posterior de mais de 99%.
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TABELA 12. Parametros estimados sobre varios modelos de substituicdao de codons
considerando o exon 4 em mamiferos.

Parametros estimados €

Modelo ? dN/ds”
MO: one-ratio(1)

w = 0,09330

0,09330 -1633,037362
<
p0 =0,50738, p1 =0,46305, 0,001
M3: discrete (5) (p2 =0,02957) _
0,0969 ®0 =0 wl =0,13670, w2 = 1,13501  1611,/463377
p0 =0,95445, (p1 = 0,04555)
Misineutral (1) 0,007 (0 Zo.05884), (o1 =1) -1614,496761
0,999
_ . p0=0,95445, p1 =0,04555, (p2=0)
[iZatseicelou (SN (w0 =0,05885), (wl =1), -1614,496761
©2 = 33,30659
M7: beta (2) 0,1037 P =0,23721 q= 1,95891 -1614,665353
0,999
M8: beta&w (4) 0.1038 pO= 1 (pl= 0) p= 0,23721 g= -1614.665432 !

1,95891 w = 3,54727
a O numero apo6s o cédigo modelo, entre parénteses, é o nimero de parametros livres na distribuigdo de w.
b O valor dN/dS ratio é um valor médio de todos os codons presentes no alinhamento do exon 4 do gene
PAX9. ¢ os parametros em parénteses ndo sdo parametros livres; w dN/dS ratio; p, proporcdo de codons na
classe de w; M0-M3: x*>df=4; M1a-M2a: y2df=2; M7-M8: x> df=2;LTR: 2A £ =2(¢£ 1-£0).
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TABELA 13. Anadlise da probabilidade posterior Naive Empirical Bayes (NEB) — M3, de
cada cédon do exon 4.

AA ® 0 % ® 1% ® 2% Valor @ P
1A 0,69301 0,30685 0,00014 0,042 0,000
2 P 0,67606 0,32371 0,00023 0,045 0,000
3N 0,74158 0,25840 0,00002 0,035 0,000
4 G 0,74564 0,25435 0,00002 0,035 0,000
5L 0,74534 0,25464 0,00002 0,035 0,000
6 P 0,00002 0,99385 0,00614 0,143 0,006
7 A 0,00003 0,99980 0,00017 0,137 0,000
8V 0,72753 0,27244 0,00003 0,037 0,000
9 G 0,00002 0,99917 0,00081 0,137 0,001
10S 0,74108 0,25890 0,00002 0,035 0,000
11F 0,74490 0,25509 0,00002 0,035 0,000
12V 0,72677 0,27319 0,00003 0,037 0,000
13 S 0,67547 0,32430 0,00023 0,045 0,000
14 A 0,69790 0,30198 0,00012 0,041 0,000
15 S 0,76875 0,23124 0,00001 0,032 0,000
16 S 0,73226 0,26771 0,00003 0,037 0,000
17 M 0,73498 0,26500 0,00002 0,036 0,000
18 A 0,79268 0,20731 0,00000 0,028 0,000
19P 0,76796 0,23203 0,00001 0,032 0,000
20Y 0,69540 0,30450 0,00010 0,042 0,000
21 P 0,76326 0,23673 0,00001 0,032 0,000
22T 0,79872 0,20128 0,00000 0,028 0,000
23 P 0,69329 0,30658 0,00013 0,042 0,000
24 A 0,78153 0,21846 0,00001 0,030 0,000
25Q 0,62952 0,36949 0,00099 0,052 0,001
26 V 0,72627 0,27370 0,00003 0,037 0,000
27 S 0,00002 0,99650 0,00348 0,140 0,003
28 P 0,76729 0,23270 0,00001 0,032 0,000
29Y 0,69549 0,30441 0,00010 0,042 0,000
30 M 0,00000 0,99425 0,00575 0,142 0,006
31T 0,79105 0,20895 0,00000 0,029 0,000
32Y 0,69442 0,30547 0,00011 0,042 0,000
33S 0,00000 0,94944 0,05056 0,187 0,051
34 A 0,79067 0,20933 0,00000 0,029 0,000
35A 0,00000 0,99814 0,00186 0,139 0,002
36 P 0,76751 0,23248 0,00001 0,032 0,000
37 S 0,77886 0,22113 0,00000 0,030 0,000
38G 0,74614 0,25384 0,00002 0,035 0,000
39Y 0,70134 0,29858 0,00008 0,041 0,000

40V 0,79856 0,20144 0,00000 0,028 0,000
41 A 0,00003 0,99978 0,00019 0,137 0,000
42 G 0,65679 0,34278 0,00042 0,047 0,000
43 H 0,00000 0,89878 0,10122 0,238 0,101
44 G 0,68817 0,31168 0,00015 0,043 0,000
45 W 0,62867 0,37032 0,00101 0,052 0,001
46 Q 0,63036 0,36868 0,00096 0,051 0,001
47 H 0,72386 0,27610 0,00004 0,038 0,000
48 A 0,00003 0,99976 0,00022 0,137 0,000
49 G 0,00000 0,00044 0,99956 1.135 0,999
50 G 0,00000 0,00228 0,99772 1.133 0,998
51T 0,80482 0,19518 0,00000 0,027 0,000
52 S 0,00002 0,99467 0,00532 0,142 0,005
53L 0,71475 0,28519 0,00005 0,039 0,000
54 S 0,00000 0,99749 0,00251 0,139 0,003
55 P 0,00000 0,99404 0,00596 0,143 0,006
56 H 0,71546 0,28449 0,00005 0,039 0,000
57 N 0,73211 0,26787 0,00003 0,037 0,000
58 C 0,70899 0,29095 0,00006 0,040 0,000
59D 0,75394 0,24605 0,00001 0,034 0,000
601 0,76624 0,23375 0,00001 0,032 0,000
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TABELA 13. Continuacao

AA w 0 % w 1% ® 2% Valor @ P
61 P 0,75366 0,24633 0,00001 0,034 0,000
62 A 0,00000 0,85785 0,14215 0,279 0,142
63 S 0,69676 0,30313 0,00011 0,042 0,000
64 L 0,65592 0,34366 0,00042 0,047 0,000
65 A 0,00002 0,99840 0,00158 0,138 0,002
66 F 0,00002 0,99918 0,00080 0,137 0,001
67 K 0,67933 0,32049 0,00018 0,044 0,000
68 G 0,66968 0,33003 0,00028 0,045 0,000
69 M 0,73498 0,26500 0,00002 0,036 0,000
70 Q 0,00001 0,98302 0,01697 0,154 0,017
71 A 0,00002 0,99638 0,00360 0,140 0,004
72 A 0,00003 0,99973 0,00024 0,137 0,000
73 R 0,65251 0,34700 0,00048 0,048 0,000
74 E 0,68590 0,31395 0,00015 0,043 0,000
75 G 0,74472 0,25527 0,00002 0,035 0,000
76 S 0,74079 0,25919 0,00002 0,035 0,000
77 H 0,72082 0,27914 0,00004 0,038 0,000
78 S 0,00000 0,99790 0,00210 0,139 0,002
79V 0,00002 0,99973 0,00025 0,137 0,000
80T 0,00000 0,99085 0,00915 0,146 0,009

Probabilidade de que cada cddon especifico estar em cada uma das 3 classes de w; A seqliéncia do homem

foi usada como referéncia. AA: aminodacidos P: probabilidade posterior;
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II1I-2.3. Convergéncia e Paralelismo Molecular

O terceiro objetivo desta disssertagao foi o de procurar alteragdes
no gene PAX9 que fossem compartilhadas por animais que tivessem as
estruturas dentais e craniofaciais similares, mas que ndao fossem

proximos filogeneticamente.

Interessantemente foi possivel observar uma mutacdao no exon 3,
gue leva a troca de um aminoacido que é somente compartilhada entre
o pangolin e os tamandudas (Figura 13), animais com aparelhos bucais
altamente especializados para captura de formigas e cupins, e que nao
tem parentesco préximo (Figura 12). Vale a pena destacar que a
mutacao aparece nas duas espécies pertencentes a dois géneros, mas
em nenhuma outra da ordem Xenarthra (Tatu: Dasypus sp.; e
Preguica: Bradypus sp.). No entanto, os testes ndao detectaram sinal de
selecdao. Por outro lado, pangolins e tamanduas também compartilham
uma mutacao nao-sindbnima no exon 4 (Figura 14). Nesse caso, a
mutacdo esta presente no Tenrec (Echinops telfairi) e no Muriqui
(Brachyteles sp.), e alguns outros mamiferos, ndao estando presente nos
demais membros da ordem Xenarthra estudados. Mas o fato importante
gue deve ser frisado é que este sitio tem mais de 99% de
provavelmente posterior de estar sob a acao de selecao positiva (Tabela

14).
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FIGURA 13. A mesma substituicdo nucleotidica no exon 3 em comum entre o pangolin e os
tamanduas, a figura mostra que os demais componentes da ordem Xernathra ndo possuem esta
substituicdo; (A) Estrutura secundaria do segmento da proteina correspondente ao exon 3 em
comum entre tamanduads e pangolin; (B) Estrutura secundaria da preguica (C) Estrutura
secundaria do Tatu. Estrutura secundaria do segmento da proteina correspondente ao exon 3,
gerada pelo programa PSIPHRED.
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FIGURA 14. A mesma substituicdo nucleotidica no exon 4 em comum entre o pangolin e os
tamanduds, o Tenrec e o Muriqui. A figura mostra que os demais componentes da ordem
Xernathra ndo possuem esta substituicdo. A figura mostra a estrutura secundaria do segmento
da proteina correspondente ao exon 4, gerada pelo programa PSIPHRED.
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TABELA 14. Anadlise da probabilidade posterior, Naive Empirical Bayes (NEB). Cddons
sobre a acao de selecdo positiva (*: P>95%,; **: P>99%)

Pr(ew >1) post mean +- SE for o

49 G 0.999** 1.135

Para investigar melhor a possibilidade de termos aqui uma
convergéncia molecular, foi predito a estrutura secundaria do segmento
da proteina composto pelo exon 3 e exon 4, pois foi dentro desses dois

exons mutagdes idénticas foram detectadas em tamanduas e pangolins.

Com relagao ao exon 3 ha algumas diferencas entre o fragmento da
proteina dos tamanduds/pangolin com as demais mostradas na figura
11 (A) versus (B) e (C). Porém a estrutura secundaria dos
tamanduds/pangolins ndo difere de outras, tais como a encontrada em
humanos (dado ndo mostrado). O mesmo também acontece quando o
exon 4 foi modelado. Porém, ndao é possivel descartar a possibilidade

das diferencas estarem na estrutura terciaria da proteina PAX9.

Infelizmente a falta de dados para o pangolin, relativo ao exon 2,
impede que nesse momento seja feito anadlise semelhante com esse

exon.

Mas é realmente instigante o fato destes animais compartilharem

as mesmas mutacbes, pelo menos nos dois exons que puderam ser
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comparados. Segundo Orr (2005), a probabilidade de evolugdo paralela
€ guase duas vezes maior sobre a acao da selecdo natural do que sobre
um regime neutro. Além disso, diversos trabalhos investigaram um
género de peixes os sticklebacks que apresentam uma cintura pélvica
com espinhos, (estudos prévios sugerem que esta estrutura protege os
animais de predacdo) colonizaram ambientes de aguas gélidas e em
diversos momentos e em espécies diferentes ocorreu a reducdo e/ou a
perda completa do esqueleto pélvico. Mutacdes no gene Pitx1 , um gene
de desenvolvimento, s3ao a maior causa da redugdao pélvica neste
sistema. A expressao alterada deste gene evoluiu multiplas vezes em
varios lagos separados no hemisfério norte (Shapiro e cols., 2004;
Colosimo e cols., 2005). Outro caso instigante envolvendo convergéncia
evolutiva é o papel do gene PAX6 no desenvolvimento dos olhos
altamente complexos dos cefaldopodes e dos vertebrados (Gehring,
2001; Nilsson e cols., 2004). Deste modo, e considerando o que
sabemos sobre o papel do PAX9 no desenvolvimento de férmulas
dentais, é possivel especular que estas mutacdes que ocorreram
independentemente neste gene, possam estar envolvidas na cascata de
modificacdes que levaram a morfologias similares encontradas nos
tamanduas e pangolins.

Esses dados apontam para a idéia de que as mesmas solugdes

genéticas estariam sendo ‘“privilegiadas” em espécies diferentes
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(pangolin e tamanduds) sujeitas as mesmas pressdes seletivas e
constraints genéticos, ja que mutacdes no mesmo gene seria 0 modo
mais eficiente, ou ainda, a Unica maneira, de um fendtipo em particular
evoluir de forma independente (Sucena e cols., 2003; Wood e cols.,

2005; Brakefield,2006; Carroll, 2006; Protas e cols., 2006).
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CAPITULO 1V - Discussio

Pretende-se que o texto a seguir ndo seja repetitivo ja que ha
uma discussao detalhada no manuscrito envolvendo os humanos, e os
resultados envolvendo as outras espécies foram apresentados
juntamente com comentarios especificos. Dessa forma, aqui somente
alguns aspectos serao explorados adicionalmente para ajudar no
delineamento de um panorama geral sobre a evolugao molecular do
gene PAX9 (objetivo 4 desta dissertacao). Vale lembrar, contudo, que
alguma sobreposicao € inevitavel visto a complexidade do tema
abordado.

Inicialmente é importante destacar que modificagcdes morfoldgicas
sdao resultado da acdo de um grande numero de genes regulatérios e
estruturais (Davidson, 2006), além de fatores epigenéticos e
ambientais. Os resultados apresentados nessa dissertacao apontam que
0 gene PAX9 seria um dos elementos envolvidos nessa rede.

Foi possivel verificar que as variagdes (ou auséncia destas)
contidas tanto em regides codificadoras quanto ndao codificadoras do
PAX9 sao mantidas por um conjunto de elementos que compdéem um

complexo cenario evolutivo intra-especifico, bem como entre
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espécies/géneros/ordens. Embora a acdao da selecao purificadora tenha
um papel principal e deterministico na manutencdo do gene como um
todo em todas as espécies investigadas aqui, fugas deste padrao
pontilham esta histdria.

Como foi visto para a espécie humana, logo apods saida dos
primeiros humanos modernos da Africa hd um relaxamento da pressdo
seletiva sobre o exon 3, o que permitiu que novas mutagdes ali
permanecessem. Provavelmente a mutacdo G — C, Ala240Pro, que esta
ligada a agenesia do terceiro molar, teria sido selecionada positivamente
fora da Africa. As altas freqliéncias do alelo derivado na Europa e Asia
corroboram essa sugestao. Posteriormente, quando o0s primeiros
migrantes entram na América, especificamente na América do Sul, outro
cenario parece dominar a evolucao do exon 3, seja pela perda inicial da
possivel vantagem adaptativa, ou por causa da impressionante acao da
deriva genética na histéria dessas populagcbes. Ha um excesso de
variantes raras nos amerindios que indica claramente que em algum
momento na histdria destas populagdes, fatores casuisticos possam ter
sido preponderantes as restricdes funcionais da proteina. Vale lembrar
gue a vantagem adaptativa pode nao estar diretamente relacionada ao
nimero de dentes, mas sim a caracteristicas associadas que foram
determinantes no complexo adaptativo selecionado para climas

diferentes daqueles encontrados na Africa.
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Considerando os mamiferos como um todo (incluindo humanos),
poderosa acdo de selecdo purificadora mantém o exon 2 é
extremamente conservado. Por outro lado, foi possivel detectar um
relaxamento da pressao seletiva em alguns cdédons, tanto do exon 3
guanto do exon 4. Foi observada também uma maior variabilidade em
nivel de aminoacidos no exon 3, do que no exon 4. Neste Ultimo, ha
indicios estatisticos da acao de selecdo positiva, particularmente em dois
codons especificos. Embora as analises preliminares ndao detaram
nenhum sinal de selecao positiva envolvendo o exon 3 ela nao pode ser
descartada, visto o extraordindrio caso da convergéncia molecular
encontrado em espécies com morfologia dental e craniofacial similares,
mas filogeneticamente distantes. Vale lembrar que a probabilidade de
evolucdo paralela é quase duas vezes maior sobre a acdo da selegao
natural do que sobre um regime neutro (Orr, 2005). Carroll (2006), por
sua vez, afirma que uma das maiores evidéncias da ubiqliidade da
selecdo natural é que se dermos tempo suficiente, diferentes espécies,
incluindo aquelas que pertencem a grupos taxondmicos completamente
diferentes, irdo responder da mesma maneira a uma condicao seletiva
similar.

Sendo assim, a variabilidade no exon 3 pode constituir o que Pereira
e cols. (2006) chamou de “janela evolutiva do gene PAX9”, ou seja, um

segmento que estaria sujeito a mudancas inicialmente aleatérias com

111



Pax9: Uma ferramenta evolutiva?

possibilidade de posterior varredura adaptativa, selecionando mutacdes
especificas que resultariam em algumas mudancgas nas caracteristicas
morfoldégicas dependentes deste gene. Tomando como um todo o
conjunto de dados apresentados aqui, € possivel especular que o exon 3
seria um exemplo notavel que conferiria “evolvabilidade” (Kirschner e

Gerhart, 1998; Pigliucci, 2008) ao PAX9.
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CAPITULO V - Referéncias Online

(sites de busca, ferramentas online e programas)

Genbank/NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank

BLAST/NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

TaxBrowser/NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy

dbSNP/NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

HAPMAP
http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap B35/

Ensembl
http://www.ensembl.org/index.html

FastPCR
http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm

PyPop
http://www.pypop.org/

Phred, Phrap and Consed
http://www.genome.washington.edu

Arlequin 3.11 software
http://lgb.unige.ch/arlequin

Mega 4.0
http://www.megasoftware.net/

DnaSP 4.10.9
http://www.ub.es/dnasp/
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Jalview
http://www.jalview.org/download.html

PSIFRED
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.htmi

The ExPASYy (Expert Protein Analysis System)
http://www.expasy.org/

DFSC 1.1 software
WWW.Xmission.com/~wooding/DFSC/

PAML (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood)
http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html

Animal Diversity Web - University of Michigan Museum of Zoology
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/index.html

Mammalian Crania Photographic Archive
http://taxa.soken.ac.jp/mcpa2/en/mammal.html

GENECARDS
http://www.genecards.org/index.shtml

GENEATLAS
http://www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/

UCSC Genome Browser on Human
http://genome.ucsc.edu/index.html?org=Human
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APENDICE I

AI-1 Amostras

Como ja foi salientado, visando atingir os objetivos 2 e 3 dessa
dissertacdo, foram investigadas 54 amostras, representando 25 espécies
de mamiferos (Tabela 3). Algumas destas foram cedidas pelo banco de
DNA da Universidade Federal de Minas Gerais, que conta com uma
colecdo de amostras de mais de 400 espécies de vertebrados,
principalmente aves e mamiferos, sob a responsabilidade do prof.
Fabricio Santos.

As amostras de cetaceos foram disponibilizadas pelo GEMARS,
Grupo de Estudo de Mamiferos Marinhos do Rio Grande do Sul, que
possui uma vasta colecdo de amostras de tecido e DNA de mamiferos
marinhos.

Ja as amostras de Ctenomys foram cedidas pelo Projeto Tuco-
Tuco, sob a responsabilidade do prof. Thales de Freitas (Dep. Genética-
UFRGS).

A maioria das amostras de primatas do Novo Mundo, foram
cedidas pelo Centro de Primatologia do Rio de Janeiro —CPRJ/FEEMA,

cujo curador e veterinario responsavel é o Dr. Alcides Pissinatti que
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conta com um plantel de 158 individuos de diversos géneros, através de
um sistema de colaboracao firmado em agosto de 2007.

Ainda contamos com a colaboracdao do Dr. Fengtang Yang (The
Wellcome Trust Sanger Institute, Wellcome Trust Genome Campus,
Inglaterra) que dispde de amostras da espécie Manis javanica (pangolin
de Java).

O banco de dados foi ampliado através da busca de seqiéncias do
gene PAX9 de outros mamiferos depositadas no Genbank/NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) € no Ensembl (http://www.ensembl.org

/index.html). A partir da seqiéncia de referéncia humana do PAX9 foram
realizadas buscas utilizando-se o sistema Nucleotide-nucleotide BLAST.
Posteriormente foram escolhidos os resultados identificados ou previstos
como sendo correspondentes ao gene PAX9, e ainda, seqliéncias que
possuirem uma identidade de >70%. Seqiiéncias de 28 espécies de

mamiferos foram selecionadas (Tabela 4).

AI-2 Reacao de amplificacao

Primers universais (Tabela 5) foram desenhados a partir dos
dados publicados para as 28 espécies de mamiferos, além dos humanos,

utilizando-se o programa FastPCR (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs

[fastpcr.htm). Como critério, foi utilizado a busca por regides que fossem

132



Pax9: Uma ferramenta evolutiva?

pelo menos 98% idénticas entre todas as espécies. Ajustes nas

condicoes de amplificagao.

AI -TABELA 1. Relacdo dos primers utilizados para a amplificacao;

Tamanho
Primers Seqiiéncias esperado Design
em pb
Exon ~640 FastPCR

2V Forward 5 - CCAGCCTTCGGGGAGGTGAA -3°
Reverse 5 -GACGCTGCACATCCACACG -3°

Exon

3V Forward 5'- GTGAGCGACAGCTCCCCCTA -3°
Reverse 5°- CTGACCGTACTTGGCTTCCT -3°

~140 FastPCR

Exon

4V Forward 5 - AGGCACCAAATGGTCTCCCAGCTGT -
3’ Reverse 5'- GAAGCCGTGACAGAATGACTA -3~

~247 FastPCR

A amplificacao dos exons 2, 3 e 4, foi feita em um volume total de
25 pl por reacao, contendo 0,2 UM de cada nucleotideo, 50 pmol de
cada primer, 1.5 mM de MgCl2 , 2,5 mM buffer, 2 U de Taqg Platinum
DNA polymerase e 100 ng de DNA gendmico. O PCR foi realizado nas
seguintes condigdes: 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C, anelamento a
53 °C -59 °C e a extensao a 72 °C, a duracao de cada passo dos ciclos
serd de 50 segundos, com excecao do primeiro passo de desnaturacao

com 2 minutos, e do ultima etapa de extensdao de 10 minutos. Ajustes
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nas condicdbes de amplificacdo, particularmente relacionadas a

temperatura de anelamento, foram realizados sempre que necessarios.

AI-3 Seqiienciamento

As purificacdes dos produtos amplificados foram feitas com as
enzimas Exonuclease I e Shrimp Alkaline Phophatase comercializadas
pela GE Healthcare seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

Seqliénciamento de ambas as fitas do DNA foi realizado através dos
equipamentos MegaBACE 500 e MegaBACE 1000 de acordo com

condicoes descritas pelos fabricantes.

AI-4 Analise de dados

Para testar se a varigao encontrada nas regidoes codificadoas do PAX9
nas 53 espécies poderia ser explicada pelo equilibrio entre mutacdo e
deriva (neutralidade) foi realizado testes usando os programas YNOO e
CODEML, parte do pacote PAML 3.15 (Anisimova e cols., 2007; Yang e
cols., 2000, 2002, 2007). Os mesmos estimam a taxa de substituicoes
sinbnimas e nao-sindnimas (dN/dS), também conhecida como w,
através dos métodos de Nei e Gojobori (1986), e de Yang e Nielsen

(2000).
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Valores das taxas de substituicio w < 1 e w > 1 indicam
respectivamente selecao purificadora (ou negativa), ou positiva
(Darwiniana). Ja valores de w = 1 estariam indicando que a hipdtese de
neutralidade nao poderia ser descartada.

A implementacao dos modelos de substituicao de cdédons foi feita
seguindo para seguintes os modelos: MO (one ratio), onde um unico
valor de w é assumido em todos os codons, além de pressupor a mesma
e constante pressao seletiva em todos os sites através do tempo; e M3
(discrete) que admite valores diferentes de w, e também variacao entre
diferentes ramos da filogenia; ja os modelos Mla (neutral) admite
diferentes valores de w, mas nunca maiores do que um, e M2a
(selection) admite valores de w > 1; M7 (beta) também admite
diferentes valores de ®, mas nunca maiores do que um, mas
diferentemente de Mla, considera 11 parametros; e finalmente M8
(beta & w) que permite valores de w > 1. Foram feitas comparacdes por
andlises de Maxima Verossimilhanca, entre os modelos MO e M3, Mla e
M2a, e M7 e M8 para determinar qual melhor modelo de substituicao de
cédons, adequava-se aos dados. Abordagem bayesiana foi aplicada para
estimar a significancia entre as diferencas de dN/dS ( Anisimova e cols.,

2007; Semple e cols., 2005; Yang, 2006).

A comparagao da conservacdo das seqiéncias de aminoacidos foi

feita com o programa Jalview (Clamp et al, 2004). Ja as predicOes das

135



Pax9: Uma ferramenta evolutiva?

estruturas protéicas secundarias foram realizadas utilizando-se Jnet
Secondary Structure Prediction, componente do Jalview, e do programa
PSIFRED (McGuffin e cols., 2000). Estes programas indicam a
probabilidade da existéncia (ou ndo) de certos motivos moleculares, que
a luz do conhecimento sobre suas propriedades quimicas, podem ser
associados a eventuais perdas ou ganhos funcionais. Abordagem similar

foi feita no trabalho de Pereira e cols. (2006).
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