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Padrédo de variacdo intra e intergenérica na estrutura proteica do

Citocromo b em oito géneros de Oryzomyini (Rodentia)
(A ser submetido no periédico BMC Genetics, Qualis B2)

RESUMO

Background: O gene Citocromo b (Citb) € utilizado para elucidar as relagdes filogenéticas
entre familias, géneros e espécies de eucariotos, destacando-se na identificacdo de diversas
linhagens cripticas do género de roedor Oryzomys (Coues, 1890) na década de 2000. Em
2006, Oryzomys havia sido subdividido em onze géneros, baseado em estudos de
morfologia, e as analises do gene Citb (anteriores e posteriores a subdivisdo) mostraram-se
congruentes com a nova organizacdo. Por esse motivo, esse estudo se tornou classico em
evidenciar a importancia do Citb como um marcador género- e espécie-especifico em
roedores. Diferentes trabalhos demonstram que, ainda que o Citb seja considerado um gene
de evolucdo rapida, é possivel observar por¢cdes mais variaveis do que outras ao longo da
estrutura terciaria da proteina. Assim, no presente estudo, nosso objetivo foi a) investigar
se as mutagdes que sustentam a subdivisdo dos géneros e espécies derivadas do antigo
género Oryzomys alteram as sequéncias primarias e estruturas tridimensionais da proteina
Citb; b) mapear se as mutacdes ocorrem em regides especificas do gene, e se podem ser
associadas a uma variacdo intra e/ou intergénerica da proteina Citb; e ¢) se ha zonas
quentes de variacdo do gene para género ou espécies. Dessa forma, foram tomadas 75
sequéncias do gene Citb obtidas disponiveis no GenBank de 24 especies de oito dos 10
géneros derivados de Oryzomys: Aegialomys, Cerradomys, Euryoryzomys, Hylaeamys,
Nephelomys, Oreoryzomys, Sooretamys e Transandinomys. Foi realizada uma analise
filogenética a fim de identificar as mutacbes que diferenciavam géneros (analise
intergenérica) e espécies de um mesmo género (analise intragenérica), sendo essas
mutacbes mapeadas na cadeia proteica do Citb. A modelagem da proteina do Citb foi
realizada pelas metodologias de modelagem por homologia e pela fragment-based
assembly.

Resultados: As analises filogenéticas recuperaram o monofiletismo de todos os oito
géneros analisados, revelando 58 haplétipos exclusivos, tanto para espécies como géneros.
Embora variavel na estrutura priméaria dos 1143 pb do gene, a estrutura tridimensional da
proteina com 380 residuos mostrou-se conservada, exceto por uma variacao estrutural na
posicdo 14, uma regido de loop proxima ao N-Terminal da proteina, com 28% das

sequéncias contendo Valina (V14) e 72% lsoleucina (114), ambos aminoécidos alifaticos e
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de propriedades semelhantes. A mutacdo V14 foi observada somente em Euryoryzomys e
Hylaeamys. O mapeamento das mutacGes ao longo da estrutura do Citb apontou que as
mutacOes corresponderam majoritariamente a mutacfes sindnimas (MS), tanto para a
analise inter quanto para a intragenérica (81 e 88%, respectivamente), distribuidas ao longo
de toda a extensdo da proteina. Porém, as mutacdes ocorrem com maior frequéncia em
regides de a-Hélice, sequidas por mutacGes em regido de loop e Folha-B, tanto nas analises
intra como intergenéricas, sendo observado um maior grau de conservagdo nos primeiros
267 residuos da proteina. Quanto as mutagdes ndo sinbnimas (MNS), observa-se que
aquelas capazes de diferenciar os géneros ocorrem em porcdes distintas daquelas que
diferenciam espécies. H& uma regido género-especifica (intergenérica) nos primeiros 80
aminoécidos, enquanto que uma regido espécie-especifica (intragenérica) ocorre entre as
posices 110 e 123. Além disso, observa-se que tanto para a andlise intragenérica quanto
para a intergenérica, as MNS ocorreram entre aminoacidos de propriedade semelhantes
quanto a classificacdo, carga, polaridade e tamanho da cadeia lateral. Ainda, as MNS
registradas no presente estudo estdo distantes dos principais sitios ativos do Citb, como 0s
sitios Qi e Qo, demonstrando a sensibilidade desses locais a mutagéo.

Conclusdes: Nosso estudo demonstra que, apesar da estrutura terciaria do Citb mostrar-se
altamente conservada, é possivel identificar a presenca de MNS em porc¢des distintas
quando comparadas homologias entre géneros e entre espécies. A estrutura primaria do
Citb é mais variavel do que a estrutura terciaria, sendo a sequéncia de DNA informativa
para as analises filogenéticas. 1sso se explica pois a maioria das mutagdes registradas
correspondem a MS e porque a maioria das MNS ocorrerem entre aminoacidos com
propriedades semelhantes de tamanho e carga da cadeia lateral. Além disso, a distribuicéo
das mutacBes ao longo das estruturas secundarias do Citb segue a proporcionalidade com
gue essas ocorrem na proteina, sendo observada uma maior quantidade de mutacdes em
regides de a-Hélice, seguido por mutagdes em loop ¢ Folha B, tanto para as analises
intergenéricas quanto para as intragnéricas. Ainda, foi possivel observar que a acdo da
selecdo natural mantém os principais sitios ativos do Citb inalterados, uma vez que
mutacbes nesses locais corresponderam majoritariamente a MS ou a MNS entre
aminodacidos de propriedades semelhantes. Isso explica 0 maior grau de conservacao
observado nos primeiros 267 residuos da proteina, uma vez que essa regido abriga 0s
principais sitios ativos do Citb.

Palavras-chave: Citb; Modelagem proteica; Oryzomys; Oryzomyini; Homologia;
Filogenia



INTRODUCAO

A abordagem da modelagem proteica comparativa ou modelagem por homologia é
uma metodologia na qual a estrutura tridimensional de uma proteina pode ser construida a
partir do alinhamento entre sequéncias de aminoacidos da proteina alvo e de proteinas
cujas estruturas séo conhecidas e que atuam como molde para a constru¢cdo do modelo
tridimensional desejado (Marti-Remon et al., 2000). Assim, a modelagem por homologia
prevé uma busca prévia por moldes com alto valor de similaridade com a sequéncia de
aminoécidos alvo, uma vez que um alinhamento preciso se faz necessario para a inferéncia
de um modelo proteico de alta precisao.

A correlagdo entre a similaridade das sequéncias de aminoacidos e a estrutura
proteica foi originalmente identificada por Chothia & Lesk (1986) e quantificada por
Sander & Schneider (1991). Em um trabalho posterior, Rost (1999) inferiu o limite preciso
da aplicagdo dessa regra, determinando uma equacgdo que descreve o limite entre a safe
zone e a twilight zone. De forma geral, sequéncias nas quais 0 comprimento e a
porcentagem de residuos similares entre si encontram-se nos limites da safe zone possuem
uma alta probabilidade de adotarem estruturas tridimensionais semelhantes.

As metodologias utilizadas pelos programas de modelagem por homologia inferem
a estrutura da proteina alvo a partir de informacdes derivadas de moldes, podendo essas
metodologias serem agrupadas em dois grandes grupos: o primeiro tem inicio com uma
grande quantidade de restricbes derivada de diferentes fontes, tais como proteinas
homologas e dados experimentais por exemplo (satisfation of spatial restrains). A proteina
alvo é entdo arranjada de forma a satisfazer tais restricbes (Greer, 1980; Sali & Blundell,
1993). O segundo grupo (fragment-based assembly) visa identificar partes da proteina com
estrutura conhecida que sdo mais similares aquelas da proteina alvo, identificando regifes
estruturalmente conservadas (REC) e regides estruturalmente varidveis (REV). Os
fragmentos sdo entdo ranqueados de acordo com o nivel de similaridade com a sequéncia
alvo, sendo o modelo inferido a partir dos melhores fragmentos (Johnson et al., 1994).

Conforme novos modelos proteicos foram gerados, observou-se que o nivel de
variacdo de aminoacidos flutua ao longo da estrutura proteica, observando-se uma maior
quantidade de residuos conservados naquelas posicbes proximas a sitios ativos das

proteinas (Chelliah et al., 2004). Uma vez que a estrutura terciaria de uma dada proteina



estd finamente adaptada para exercer uma funcdo especifica, mutacdes que alterem
significativamente essa funcionalidade tenderdo a ser expurgadas pela acdo da selecdo
natural negativa. Worth et al. (2009) argumentam que mutagdes na sequéncia de DNA
podem influenciar a funcionalidade proteica de diferentes formas, modificando diretamente
a estrutura terciaria ou interferindo nas suas interaces quaternarias com outras
macromoléculas, substratos, ligantes ou reguladores alostéricos, por exemplo.

Em eucariotos, o Citocromo b (Cith) € um dos 11 componentes do Ubiquinol
citocromo c¢ redutase, conhecido também como complexo bcl. Esse complexo protéico
transmembranar esta envolvido na geracdo de elétrons e transferéncia de prétons H™ contra
o gradiente eletroquimico, que serdo utilizados para producdo de ATP na membrana
interna da mitocdndria (Anugolu et al., 2011). O Citb é a principal subunidade catalitica do
complexo bcl, uma vez que possui 0s sitios nos quais ocorrem a oxidacdo da molécula de
ubiquinol (QH2) e reducdo da ubiquinona (Q), gerando assim os elétrons que serdo
utilizados ao longo da cadeia respiratéria (Esposti et al., 1993).

Por ser a Unica subunidade de bcl codificada pelo genona mitocondrial (mtDNA), o
gene Citb é rotineiramente utilizado em analises filogenéticas para recuperar tanto as
relacbes ao nivel genérico quanto especifico (Chen et al., 2009). Isso por que, sendo
condificado pelo mtDNA, o citocromo b esta em um grande nimero de copias em cada
célula, facilitando metodologias de amplificagdo de DNA in vitro, como a PCR.
Adicionalmente, trata-se de um gene altamente variavel e herdado de forma assexuada pela
linhagem materna, o que permite uma inferéncia filogenética de forma mais refinada, alem
do fato de uma Unica arvore ser representativa da historia evolutiva da molécula como um
todo (Birky, 1995; Ballard & Whitlock, 2004; Lynch, 2010).

A utilizacdo do Citb em anélises filogenéticas é observada em diversos grupos de
vertebrados, como anfibios anuros (Read et al., 2001; Cunningham, 2002; Faivovich et al.,
2005), serpentes (Burbrink, 2005), mamiferos (Redondo et al., 2008; de Carvalho et al.,
2011) e aves (Thomas et al., 2004; Batalha-Filho et al., 2014). Entretanto, tem-se
demonstrado que o nivel de divergéncia genética do Citb flutua nas diferentes ordens de
mamiferos. Ha quase duas décadas, Johns & Avise (1998) ja haviam observado que
espécies irmds de mamiferos, répteis e peixes apresentam uma taxa de divergéncia genética
maior (até 25%) do que aquelas apresentadas entre espécies por aves (até 16%).
Especificamente em mamiferos, Nabholz et al. (2008) apontam que espécies de Rodentia
apresentam os maiores niveis de divergéncia interespecifica (2 a 10%), enquanto as de

Perissodatyla possuem os menores, com valores inferiores a 1%.



Apesar da sequéncia do gene Citb se mostrar varidvel, pouco se conhece sobre a
variagdo da estrutura tridimensional da proteina em relacdo aos eventos de cladogénese nos
niveis de género e espécie (Esposti et al., 1993; Martin & Palambi, 1993; Anugolu et al.,
2011). Na verdade, observa-se que os trabalhos com essa proteina limitam-se a descricdo
da estrutura proteica em si (Chen et al., 2009) ou na andlise das interacGes da proteina Citb
com outras macromoléculas (Esser et al., 2006), ndo sendo realizada uma analise da
variacdo proteica ao nivel estrutural em relacdo a diferenciacdo entre espécies e géneros.
Assim, o uso do Citb para a realizagdo de andlises filogenéticas, limita-se a investigacdo ao
nivel de DNA, ndo se levando em conta a localizacdo das mutacbes na proteina que
diferenciam os diferentes taxons.

O Citb tem sido frequentemente utilizado para resolver relagcdes evolutivas em
grupos complexos, como no caso de Oryzomys (Coues, 1890), um género de roedor
semiaquatico da familia Cricetidae que possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo do
sudeste da América do Norte a Patagbnia na América do Sul. O género possui especies
extremamente semelhantes morfologicamente e um histérico de grande variacdo do
namero de especies a depender do autor que o estuda (Gardner & Patton, 1976; Patton &
Hafner, 1983; Dickerman & Yates, 1995; Myers et al., 1995; Patton & da Silva, 1995;
Weksler, 2003). Os estudos envolvendo Citb nesse grupo mostravam que haviam
agrupamentos com alto suporte, que representam taxons com valores de divergéncia de 13
a 25%, levando o questionamento sobre a existéncia de mais de um género no grupo.
Ainda, ndo havia uma congruéncia quanto a organizacdo dos grupos sob o enfoque
morfologico e citogenético, uma vez que os dados citogenéticos mostravam mais de um
cariotipo (e muito distintos) por espécie em alguns casos, inviabilizando a possibilidade de
se tratar de variacdes intraespecificas e sustentando a hipotese de Oryzomys representar
mais de um género (Patton & da Silva, 1995; Myers et al., 1995; Bonvicino et al., 2001;
Andrade & Bonvicino, 2003; Goméz-Laverde et al., 2004).

Em um estudo filogenético marcante entre roedores, Weksler et al. (2006)
sumarizaram as variacfes de 99 caracteres morfologicos e craniométricos de todas as
espécies de Oryzomys descritas até entdo, recuperando 11 grupos monofiléticos com alto
suporte, e propuseram que cada clado corresponderia a um género, sendo um deles
Oryzomys e 0s demais, dez novos géneros. Nesse estudo, 0s novos géneros foram descritos
e nomeados: Aegialomys; Cerradomys; Eremoryzomys; Euryoryzomys; Hylaeamys;
Mindomys; Nephelomys; Oreoryzomys; Sooretamys e Transandinomys. Ainda, nesse

estudo, Weksler e colaboradores observaram que os agrupamentos monofiléticos obtidos
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por dados morfoldgicos corroboravam os grupos obtidos por dados de sequéncia do Citb
em estudos prévios (eg. Myers et al., 1995; Bonvicino et al., 2001), destacando que esse
achado foi um dos critérios que os levou & manter a proposta de subdivisdo de Oryzomys.

Trabalhos posteriores com o gene Citb corroboraram a divisdo dos novos géneros
de oryzominos, refinaram os relacionamentos filogenéticos e determinaram as taxas de
divergénica entre géneros e espécies (Miranda et al., 2007; Bonvicino et al., 2014;
Chiquito & Percequillo, 2014; Tavares et al., 2014). Porém, esses estudos limitaram-se a
analise de um Gnico género, com o objetivo de refinar o posicionamento de suas espécies,
ndo sendo realizada uma revisdo dos posicionamentos filogenéticos dos diferentes géneros
de orizominos.

Nesse sentido, o presente estudo pretendeu utilizar como grupo modelo os géneros
de roedores descritos por Weksler et al. (2006), nos quais as variacdes do gene Citb
sustentaram a subdivisdo de um género (Oryzomys) em 11, sendo 10 novos. Assim, a partir
da utilizacdo da abordagem de modelagem por homologia, investigamos se ha variacdes
nas estruturas da proteina Citb entre 0s géneros e espécies e se essas estdo correlacionadas
as variacOes intra e intergéneros. Para tanto, realizou-se um mapeamento das mutacdes que
sustentam os diferentes géneros e espécies ao longo da estrutura do Citb, levando-se em
consideracdo a localizacdo na cadeia da proteina, assim como a estrutura secundaria
associada.

Para composicdo da amostra foram utilizadas sequéncias do Citb disponiveis no
Genbank provenientes de todos os trabalhos que utilizaram representantes dos géneros
descritos por Weksler et al. (2006), e sob uma abordagem filogenética, recuperadas as
relacbes dos géneros e espécies e verificado se as variacdes na sequéncia do Citb sdo
espécie e/ou género-especificas. Assim, investigamos o monofiletismo dos diferentes
géneros e espécies de orizominos, além de realizar uma analise filogenética envolvendo o
maior nimero possivel de géneros a fim de determinar o relacionamento entre 0s géneros,
uma vez que trabalhos posteriores a Weksler et al. (2006) realizaram somente analises
intragenéricas. Também, foi feito o mapeamento das mutagcdes que sustentam os diferentes
géneros e espécies na estrutura tridimensional do Citb, afim de verificar se as mutacdes
que levaram aos diferentes eventos de cladogénese em orizominos ocorreram em locais de
importancia funcional para a proteina do Citb e em locais distintos daqueles de géneros e
espécies. Tais andlises se mostram relevantes pois a relacdo filogenética, em um contexto
molecular, é determinada exclusivamente pela sequéncia de DNA. Assim, a questdo central

do presente estudo €, sendo a variacdo na sequéncia de DNA do Citb informativa para
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sustentar a separacdo de Oryzomys em dez novos géneros, haveria alteracdo equivalente na
estrutura terciaria da proteina, e se sim, se essas ocorrem em locais especificos e distintos

no Citb entre os diferentes géneros e espécies.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variacdo na sequéncia de DNA

Foi gerada uma matriz geral com 75 sequéncias disponiveis no Genbank para oito
dos 11 géneros de orizominos: Aegialomys, Cerradomys, Euryoryzomys, Hylaeamys,
Nephelomys, Oreoryzomys, Sooretamys e Transandinomys, totalizando 24 espécies (Anexo
1). Das 75 sequéncias, 32 (42%) possuem o gene completo, com 1143 pb. As posi¢cdes
ausentes nas sequéncias parciais (801 - 1103 pb) foram substituidas por “N” a fim de se
realizar as analises filogenéticas.

Foram identificados 58 haplotipos (Anexo 1), exclusivos e espécie-especificos,
exceto pelo haplétipo H17, que foi compartilhado entre duas espécies (ver discussao
abaixo). Em 16 das 24 espécies (67%) foram observados mais de um haplotipo por espécie.

As mutacdes ocorreram majoritariamente na terceira posi¢do do codon, seguido por
mutacdes na primeira e segunda posicdes. Nas analises entre espécies dentro de um mesmo
género (intragenéricas), verificou-se que dentre as 214 mutacGes observadas, 180 (84,1%)
ocorreram na terceira posicdo, 28 (13,1%) na primeira posicdo e seis (2,8%) na segunda
posicdo. Nas analises intergenéricas, verificou-se que dentre as 934 mutacgdes, 705 (75,6%)
ocorreram na terceira posicdo, 179 (19,2%) na primeira posicdo e 48 (5,1%) na segunda

posicao.

O gene Citb mostrou-se com alto poder de agrupamento de espécies e géneros

Para a realizacdo da analise de Méaxima Verossimilhanca (MV), o modelo evolutivo
gue mais se adequou aos conjuntos de dados foi 0 GTR+I+G, com uma proporcao de sitios
invariaveis de 0,5340. A divergéncia genética entre géneros variou de 13,7 a 23,0%,
enquanto que entre espécies variou de 0,06 a 18% (Anexo 2).

O monofiletismo de todos os oitos géneros analisados foi recuperado, com valores
de bootstrap acima de 70% (Fig. 1). No entanto, ndo foi possivel recuperar as relacdes

filogenéticas entre os géneros, sendo observado um polifiletismo basal, exeto pelo clado
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formado por Euryoryzomys + Transandinomys + Hylaeamys + Nephelomys, identificado
como clado B por Weksler et al. (2006) e Percequillo et al. (2011).

No nivel especifico, foi recuperado o monofiletismo em 21 espécies. Em dois casos
observou-se que a inclusdo de duas sequéncias na analise (uma sequéncia associada a
Aegialomys xantheolus - EU579479 e outra a Hylaeamys yunganus - DQ224408) tornaram
as duas espécies parafiléticas. Se excluidas da analise, estas duas espécies sao recuperadas
como monofiléticas.

A sequéncia EU579479, de um exemplar do Peru identificado como A. xantheolus,
mostrou divergéncia de 5,1% da sequéncia EU340015, obtida de um exemplar do Equador
também identificado como A. xantheolus, enquanto exibe divergéncia de 1,5% em relacédo
a sequéncia EU579478, um exemplar de Galapagos, identificado como A. galapagoensis.
Em 2012, do Prado (2012) realizou uma revisdo taxonémica para o género Aegialomys
baseada exclusivamente em dados morfologicos e identificou trés grupos, sugerindo haver
uma terceira espécie no género, com localidade no Peru, podendo, segundo os autores, se
tratar de uma nova espécie. Weksler e colaboradores (2006) ja haviam apontado que
nenhum estudo esclareceu as relacGes de parentesco das espécies de Aegialomys, e que é
possivel a existéncia de, no minimo, uma espécie nao descrita para 0 género. Nossas
analises de Citb revelaram o agrupamento ((Galapagos+Peru)Equador), no qual a linhagem
proveniente do Peru é distinta daquela do Equador, podendo corresponder a um novo
taxon, corroborando assim com os dados da literatura. Nesse caso, se explicaria 0 nao
monofiletismo da espécie A. xantheolus em nosso estudo, podendo, portanto, a sequéncia
EU579479 corresponder a um novo taxon de Aegialomys, mais relacionado a A.
galapagoensis do que a A. xantheolus.

A sequéncia DQ224408 do Peru, associada a H. yunganus, mostrou divergéncia de
13-21% com as demais espécies do género, 16,4 - 18,2% de divergéncia com as demais
sequéncias de H. yunganus (OYU58380, AF251520 e EU579500), contrastante com
nossas analises que apontam uma divergéncia intraespecifica de 3-3,2% para H. yunganus.
Assim, acredita-se que essa sequéncia do Peru pode estar associada a outra espécie do
género, distinta de H. yunganus. Nos registros do Genbank, a sequéncia DQ224408 foi
originalmente depositada como H. yunganus. Entretanto, o artigo original (Amman et al.,
2006) associa essa sequéncia a O. perenensis, atualmente H. perenensis, sendo possivel um
erro de registro da sequéncia no Genbank. Se confirmado, se explica a grande divergéncia

observada entre essas sequéncias de H. yunganus, uma vez que a sequéncia DQ224408
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corresponderia a H. perenensis, apresentando assim uma divergéncia interespecifica
congruente as espécies de Hylaeamys.

Outro caso especifico foi verificado com a sequéncia EU579481 (haplotipo H17,
Anexo 2), associada a C. subflavus, que mostrou-se parafilética as demais sequéncias da
espécie, com até 2% de divergéncia, e agrupou-se com KP122249, associada a C. vivoi,
com divergéncia de 0% (Fig. 1). Isso sugere um novo erro de identificagdo da sequéncia
EU57948 e justifica o compartilnamento do haplotipo H17 entre C. subflavus e C. vivoi.

A problemética para erros de identificacdo de C. subflavus ja foi levantada na
literatura. Sua distribuicdo abrange os estados de Goids, Sdo Paulo e Minas Gerais no
Brasil, possuindo populacGes na Bolivia e Paraguai (Percequillo et al., 2008). Diferentes
pesquisadores apontaram a possibilidade de C. subflavus corresponder a um grupo de
espécies cripticas, uma vez que ocorre em biomas tdo distintos como Cerrado e Mata
Atlantica, aléem do fato que ser observada uma grande variagdo quanto ao cariotipo
(Bonvicino et al., 2001). No passado, quatro cariotipos distintos foram associados ao grupo
C. subflavus (2n=48-50, 2n=54-56, 2n=50, e 2n=58), cada qual associados a diferentes
regides geogréficas (Bonvicino et al., 1999).

Estudos moleculares e morfoldgicos subsequentes (e.g. Bonvicino et al., 2003;
Weksler et al., 2006, Tavares et al., 2011) levaram a separagédo das espécies nas atualmente
reconhecidas: C. maracajuensis; C. marinhus; C. scotti; C. subflavus; C. langguthi; C.
vivoi e C. goytaca. Assim, nossos dados sugerem que a sequéncia EU759481, identificada
como C. subflavus, seja associada a C. vivoi, uma vez que essas sequéncias compartilham o
mesmo haplotipo, e formam um clado distinto de todas as demais sequéncias de C.
subflavus (bootstrap=96).

Em suma, nossos resultados demonstram que o Citb ndo somente € capaz de
agrupar taxons, como também auxilia na detectacdo de erros de identificacdo,
principalmente ao se comparar niveis de diversidade intra e interespecificos.
Adicionalmente, trabalhos anteriores que objetivaram investigar as relagdes filogenéticas
das espécies de orizominos, utilizaram o Citb juntamente com genes nucleares, em uma
analise concatenada. No presente estudo, demonstra-se que o uso do Citb sozinho é capaz

de identificar as diferentes linhagens dessas espécies.
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Fig.1: Arvore de Méaxima Verossimilhanca utilizando o Citb como marcador. Os taxons sdo identificados por
seus nomes especificos com os respectivos nimeros de acesso ao GenBank. Os valores de bootstrap acima
de 70% sdo mostrados nos n6s. A mutacdo V14 esta plotada naqueles clados onde esta foi observada, assim
como seu estado plesiomdrfico, 114, na raiz da arvore.
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Geracao dos modelos tridimensionais da proteina do Citb

Todas as 75 sequéncias de DNA foram utilizadas para gerar os modelos
tridimensionais, utilizando como modelo a estrutura 2A06 de bovino (Bovine cytochrome
bcl complex). As sequéncias alinharam com a porgéo correspondente do Citb do modelo
com similaridade de 79% a 84%. Nao foram observados gaps entre as sequéncias de
aminoécidos alvo e do modelo. As sequéncias parciais apresentaram o0s maiores valores de
similaridade com o modelo 2A06. Os 75 modelos gerados ndo apresentaram erros
esteroquimicos.

A verificacdo da confiabilidade dos modelos a partir da analise das tor¢des dos
angulos de Ramachandran apontaram que 93% dos residuos estdo localizados nas regifes
“mais favoraveis” e 6,5% estdo nas regides “permitidas” (Fig. 2). Somente um residuo
(0,3%) de Tirosina (Y) na posicdo 155 (Y155) esta localizado em regido “ndo permitida”,
localizada no loop curto entre as cadeias cdl e cd2, na superficie da estrutura do Citb.

A Tirosina possui uma cadeia lateral aroméatica composta por seis carbonos, sendo
assim considerada uma cadeia volumosa. Uma possivel explicagdo para a sua localizagao
em regido nao permitida nos graficos de Ramachandran é a de que a Y155 assume uma
torcdo que evita choques com 0s aminoacidos vizinhos, uma vez que na posi¢do 154
observamos uma Prolina (P154), também de cadeia aromatica (Fig. 3). Assumimos que ao
evitar o choque com a P154, que se encontra mais internamente (‘“enterrada”), a Y155
assumiu uma tor¢do que a plotou em regido “nao-permitida” nos graficos de
Ramachandran. Entretanto, a ocorréncia da torcdo Y155 evitou perda de estabilidade da

cadeia proteica do Citb.
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Based on an analysis of 118 structures of esolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 204, a pood quality mode] would be expecied
to have over 9% in the most favoured regions.
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Fig. 2. Gréfico de Ramachandran para um dos modelos do Citb gerados, mostrando sua qualidade em termos

estereoquimicos. As regides mais favoraveis estdo em vermelho, e as regides permitidas e ndo permitidas

estdo mostradas em amarelo e branco, respectivamente. Os pontos escuros representam cada aminoacido na

cadeia do Cith. Destaca-se que somente 0 aminoacido Tirosina na posi¢do 155 (Y155), como um ponto

vermelho, esta localizado em regido ndo permitida.
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Fig. 3. Detalhe da estrutura tridimensional do Citb evidenciando a Tirosina na posi¢do 155 (Y155), em
regido ndo permitida segundo das andlises dos graficos de Ramachandran, posicionando a cadeia lateral
externa a cadeia principal da proteina. A figura exibe também os aminoacidos vinzinhos a Y155. O quadro

mostra a estrutura completa do Citb e destaca as regides cd1 (vermelha) e cd2 (verde).

Pal & Chakrabarti (2002) demonstraram que aminoacidos localizados na superficie
da proteina, e aminoacidos de loops curtos, tendem a ser registrados em regides “nao
permitidas” do grafico de Ramachandran. Os autores argumentam que isso ocorre devido
ao fato de que aminoacidos na superficie apresentam uma menor quantidade de ligacGes e
interacdes com aminoacidos vizinhos, permitindo assim uma maior plasticidade de suas
conformacgbes. Ainda, reforcando nossos achados, Guo et al. (2004), por sua vez,
argumentaram que mutacdes em residuos localizados em regides internas da proteina,
requerem que ocorram mutacdes concomitantes em aminoacidos proximos para que se
mantenha um o6timo dobramento (folding) na estrutura proteica. No caso de orizomino, a

mutacdo Y155, é superficial e Gnica, corroborando as proposic6es anteriores.

Andlise da estrutura da proteina do Citb

A estrutura geral da proteina dos 75 modelos gerados € similar aquelas encontradas
na literatura para mamiferos, sendo composta por oito a-Hélices maiores (A a H), trés a-
Hélices menores (cdl, cd2 e ef) e um par de Folhas-p com direcBes opostas (Fig. 4),

semelhante a estrutura observada para o molde 2A06 (Huang et al., 2005).
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As hélices sdo organizadas aos pares, conectadas por sete loops, sendo loops longos
com até 14 aminodcidos entre os pares de hélices AB, CD, DE e EF e loops curtos de até
seis aminoacidos nos pares de hélices BC; FG; GH. Todas as estruturas apresentaram 24
aminodcidos que estdo envolvidos na ligacdo do grupo Heme (Protoporphyrin 1X
Containing Fe).

A sobreposicdo de todos os modelos de Citb gerados mostra que as areas de a-
Hélice localizam-se de modo agrupado, centralmente na estrutura da proteina, enquanto
que as extremidades C-Terminal e N-terminal e porcdes de Folha-f3 e loops agrupam-se
superficialmente a porcdo central de a-Hélice (Fig. 5A). Esta configuracdo geral esta de
acordo com alguns estudos (eg. da Fonseca et al., 2008; Chen, 2009) que demonstram que
o Citb distribui-se de forma transmembranar na mitocondria. Assim, a por¢do da proteina
em orizomino que estaria embebida pela membrana interna da mitocondria seria
constituida principalmente de regides de a-Hélices, compondo a maior parte da proteina,

abrangendo 71,81% dos aminoacidos.

B

Fig. 4. (A, B) Representacdo geral no formato cartoon da estrutura do Citb para as espécies de oryzominos
do presente estudo. As letras em negrito (A-H; cdl; cd2 e ef) identificam as diferentes cadeias de a-Hélices
recuperadas a partir da modelagem por homologia. Em B, vista em 180° da mesma estrutura para melhor
identificacdo das cadeias . As letras em verde identificam as extremidades C-Terminal e N-Terminal.

A anélise par-a-par das estruturas tridimensionais, tanto entre espécies do mesmo
género quanto espécies de géneros distintos, mostraram que ha alta semelhanca estrutural

entre os modelos, com valor de RMSD maximo de 0,22, ndo revelando um padrdo espécie-

19



ou género-especifico, ao contrario da variacdo observada na sequéncia de DNA, que se
mostrou distinta entre géneros e entre espécies de um mesmo género.

Esse resultado ndo € surpreendente, j& que as sequéncias de aminoacidos sdo
altamente conservadas. Sequéncias nas quais 0 comprimento e a porcentagem de
aminoécidos semelhantes estdo localizadas nos limites da safe zone tendem a assumir
estruturas tridimensionais semelhantes. Em nosso conjuntos de dados, as sequéncias de
aminoécidos do Citb apresentaram um alto grau de conservacdo, além de ndo ter sido
observada a presenca de gaps no alinhamento. Dessa forma, a alta similaridade entre as
estruturas tridimensionais do Citb é uma consequéncia do fato de suas sequéncias de

aminoacidos estarem localizadas no limite da safe zone.

Fig. 5. (A) Sobreposicdo de todos os modelos de Citb gerados no presente trabalho. As éareas de a-hélice
(vermelho) correspondem as por¢des majoritariamente embebidas na membrana interna da mitocondria
(exceto cdl e cd2, destacadas em azul), as &reas em amarelo correspondem as estruturas em folha-f3 e em
verde aos Loops. (B) e (C) Detalhes da regido N-terminal do Citb , mostrando a variagdo entre as estruturas

na posicdo 14, com variacdo entre valina (V14, rosa) e isoleucina (114, azul).

Variacao estrutural da proteina na posicdo 14

A partir da sobreposicdo de backbone de todos os modelos tridimensionais gerados
para o Citb pela modelagem por homologia, observou-se somente uma variacdo estrutural
da proteina, localizada na posicdo 14, proximo a regido do N-terminal, com 28% das

sequéncias contendo Valina (V14) e 72% lsoleucina (114), ambos aminoacidos alifaticos e
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de propriedades semelhantes, com distancia de 2,1A naquela posicdo quando os diferentes
modelos sdo sobrepostos (Fig. 5B e 5C).

As trincas do DNA em orizominos que codificam a 114 foram ATT e ATC e a para
V14 foi GTA. Considerando-se que 0 grupo externo, representado Thomasomys e
Rhipidomys, apresentou exclusivamente a trinca ATT, € possivel sugerir a Isoleucina na
posicdo 14 é um caréater plesiomérfico e a mutacdo V14 seria a forma mutante. Assim, para
gerar a forma mutante em orizominos seria necessaria a ocorréncia de duas mutacoes, uma
transicdo de Adenina para Guanina na primeira posi¢do e uma transversao de Timina para
Adenina na terceira posicdo. Ainda, uma transicdo de Timina para Citosina na terceira
posi¢ao gerou uma mutacdo sindbnima de Isoleucina de ATT para ATC em orizominos.

Dos oito géneros de orizominos, seis apresentam somente 114, enquanto Hylaeamys
(13 sequéncias de trés espécies) apresenta somente V14 e em Euryoryzomys as duas
formas, V14 e 114 séo observadas (Fig. 1). Das 17 sequéncias de cinco espécies de
Euryoryzomys, trés espécies (E. macconelli, E. russatus e E. lamia) apresentam somente
V14; e duas espécies (E. macconelli e E. emmonsae) apresentam somente 114. E.
macconelli é a Unica espécie analisada que apresenta ambas as formas, sendo quatro
sequéncias com 114 (Peru e Amazonas/Brasil) e uma com V14 (Amazonas/Brasil).

O mapeamento das mutacGes V14 na arvore filogenética de orizominos (Fig.1)
sugere que a mutacdo V14 tenha evoluido mais de uma vez e independente nos géneros
Euryoryzomys e Hylaeamys.

Apesar do presente estudo ndo ter recuperado as relacbes entre os diferentes
géneros de orizominos, trabalhos anteriores utilizando o Citb de forma concatenada a
genes nucleares (IRBP) foram capazes de demonstrar a relacdo entre esses géneros.
Percequillo et al. (2011) e Weksler (2006) demonstraram que Euryoryzomys e Hylaeamys
constituem o clado B, juntamente com espécies de Nephelomys e Transandinomys.
Entretanto, ao analisarmos a relacdo proposta por aqueles autores observamos a seguinte
configuracdo: (((Euryoryzomys+Transandinomys)Hylaeamys)Nephelomys). Tal disposicao
filogenética aponta a origem independente da mutacdo V14 em Euryoryzomys e
Hylaeamys, uma vez que nem Transandinomys nem Nephelomys a possui.

Vale descatar que a mutacdo V14 parece apontar um cenario complexo em relacéo
a E. macconnelli. Das cinco sequécias analisadas no presente estudo, trés sdo provenientes
do Amazonia brasileira (AF251528, AF251527e OMU58379) e duas sdo provenientes de
Loreto no Peru (EU579484 e GU126538). Dessas cinco, somente a AF251528, da
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Amazonia, possui a mutacdo V14, fazendo com que essa sequéncia esteja localizada
basalmente a todas as demais da espécie em nossas anélises (bootstrap=100).

Uma das questBes intrigantes no processo de formacéo de uma proteina € como a
variacdo de codons influencia na sintese proteica. Observa-se no codigo genético que um
dado aminoacido pode ser codificado por até seis cddons distintos, chamados codons
sinbnimos (Fredrick & Ibba, 2010). Sabe-se que a frequéncia de utilizacdo de diferentes
cédons varia em diferentes organismos, um fenémeno conhecido como uso de cddon
(codon usage). Uma das primeiras questdes em relacdo ao uso de cédon, é como sua
variagéo influencia na taxa de transcricdo do RNA mensageiro (RNAm).

Para correlacionar a taxa de transcricdo do RNAm e o uso de cddon, Tuller et al.
(2010) investigaram a eficiéncia na transcri¢do de diferentes codons e a disponibilidade de
RNA transportador (RNAt) correspondentes no RNAm. Esses autores demonstraram que
cddons comuns tendem a ser transcritos de forma mais rapida e eficiente, uma vez que ha
uma maior disponibilidade de RNAt durante esse evento. Entretanto, diferentes trabalhos
apontam que a transcricdo € influenciada por outros fatores celulares além da
disponibilidade de RNAL. EIf et al. (2003) demonstraram que a velocidade de transcri¢cao
nos primeiros 30-50 codons (regido conhecida como ramp) tende a ser menor se
comparada ao restante do gene, indiferente dos codons presentes nesta regido inicial. Esses
autores argumentam que uma velocidade menor de transcricdo no inicio do gene permite a
criacdo de um espagcamento entre 0s ribossomos mais avangcados na sequéncia de RNAmM,
evitando assim um congestionamento dos ribossomos e aumentando a eficiéncia da
biossintese proteica.

Nossos dados de modelagem por homologia para o Citb apontam a existéncia de
duas formas proteicas para 0s orizominos, com variagdo na posicdo 14, com uma contendo
uma Valina (V14) e outra uma Isoleucina (114). Observa-se que esses aminoacidos diferem
entre si quanto a quantidade de codons que os codificam, sendo a Valina codificada por um
cddon (GTA) enquanto a Isoleucina é por dois (ATT e ATC). Se por um lado o conceito do
uso do codon favoreceria no sentido de uma maior eficiéncia biossintética da Isoleucina, ha
de se considerar que a velocidade de sintese na regido inicial da proteina (regidao de ramp
do Citb) seria baixa, independente do aminoacido existente. Nesse sentido, a mutacao
nessa posicdo, embora sendo mutacdo ndo sinbmima, ndo necessariamente confereria uma
devantagem evolutiva. Dessa forma, apesar das mutacdes 114 e V14 gerarem uma variacao
ao nivel de estrutura tridimensional do Citb, é provavel que haja pouca alteracdo na

funcionalidade e biossintese entre essas duas formas.
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Avaliando a possibilidade de modelagem do Citb a partir da metodologia de fragment-

based assembly

Com o objetivo de recuperar os melhores modelos para a realizacdo da metodologia
de fragment-based assembly, foi realizada uma busca no servidor online FUGUE (Shi et
al., 2011), utilizando todas as 75 sequéncias de orizominos. Para todas as sequéncias de
aminoécidos, foram identificados como os melhores modelos as sequéncias 1bcc,
associoado a Gallus gallus, e 1bgyc, associado a Bos taurus, sendo observado um Z-score
variando de 55-81.

Apds a recuperacdo dos melhores modelos, realizamos entdo a identificacdo das
regides estruturalmente conservadas (REC) e regides estruturalmente variadas (REV) a
partir da implementacdo do CHORAL (Montalvao et al., 2005). Para tanto, optou-se pela
realizacdo de uma modelagem inicial para a sequéncia EU579478, associada a A.
galapagoensis. Como a sequéncia alvo do Citb esta completa, foi possivel verificar o nivel
de variagdo entre a sequéncia alvo e os moldes selecionados, assim como entre os dois
moldes entre si. A estrutura 1bccc apresentou uma curvatura maxima de 1,83 e uma torcao
méxima de 1,64, enquanto a lbgyc apresentou uma curvatura maxima de 2,15 e uma
torcdo méxima de 1,69. Os moldes 1bgyc e 1bccc possuiram um PID com a sequéncia
EU579478 de 78,2 e 69, com um score de 2319 e 2083 respectivamente.

Ao total, foram gerados cinco modelos para a sequéncia de A. galapagoensis, com
uma porcentagem de residuos modelados variando de 99,5 a 97,1%. Por fim, foram
observadas duas REV, uma localizada no loop curto entre as cadeias B e C e uma na regiao
do N-terminal, sendo o Citb composto majoritariamente por REC em nossas analises (Fig.
6). Assim, é possivel observar que os moldes de Gallus e Bos sdo altamente semelhantes
entre si, além de apresentarem uma alta similaridade com a sequéncia alvo de Aegilomys.

O alinhamento gerado para um dos modelos pode ser observado no anexo 5.
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Fig. 6: (A) Sobreposicdo dos backbones para os cinco modelos gerados a partir do CHORAL para a

sequéncia EU579478 de Aegilomys. As setas vermelhas evidenciam os pontos de variacdo na estrutura do
Citb. (B) Sobreposi¢do dos moldes de Gallus (1bccc) e de Bos (1bgyc) evidenciando REC e REV para o Citb

entre essas estruturas.

Como mencionado, o principal aspecto da metodologia de fragment-based
assembly consiste na identificacdo de fragmentos considerados similares entre os moldes
selecionados e a sequéncia alvo, a partir da identificacdo das REC e REV (Greer, 1980).
As REC sdo entdo divididas em fragmentos que sao classificados de acordo com o nivel de
similaridade (curvatura e tor¢do) com a sequéncia alvo, sendo que os modelos séo entéo
inferidos a partir dos melhores fragmentos (Johnson et al., 1994).

Uma das principais vantagens da metodologia fragment-based assembly quando
comparada com aquelas baseadas em spatial constrains é o potencial para lidar com
familias proteicas que apresentam uma baixa porcentagem de similaridade (o que ndo é o
caso de orizominos). Isso por que em tais casos, a grande quantidade de indels e variacao
estrutural gera um sistema complexo, dificultando a modelagem comparativa.

A defini¢do de REC como aplicada pelo CHORAL foi elaborada por Montalvao et
al. (2005), que define uma REC como uma forma geométrica (shape) que pode ser unica
para qualquer membro do alinhamento estrutural ou comum para qualquer combinacdo de
estruturas. Assim, no CHORAL, residuos alinhados de estruturas sobrepostas sao
considerados agregados, formando uma REC, quando todas as sepaces de Ca-Co da
regido sdo menores do que 3.6 A. Assim, uma regifo de duas ou mais proteinas, com pelos
menos trés residuos de comprimento, é considerada conservada quando todos 0s seus

residuos sdo agrupados e as diferencas para todas as suas caracteristicas geométricas

24



(curvatura e torcao) estdo abaixo de um limite especifico. Como curvatura e torcdo
caracterizam uma curva regular em um espaco tridimensional euclidiano, regiées com
valores similares nessas caracteristicas tenderdo a ser similares.

Nossos dados de modelagem gerados a partir do CHORAL apontam que a
sequéncia EU579478 possui uma alta similaridade estrutural com os moldes selecionados,
uma vez que tanto os valores de curvatura maxima quando torcao estdo abaixo dos limites
miminos estabelecidos para metodologia de fragment-based assembly. Tal resultado era
esperado, uma vez que a sequéncia alvo esta localizada na safe zone como postulado por
Rost (1999). Assim, como os moldes 1bccc e 1bgyc sdo estruturalmente similares entre si,
acrescido ao fato das sequéncias de orizominos possuirem um alto valor de similaridade, é
possivel afirmar que as sequéncias recuperadas para o presente estudo possuem estruturas
similares, havendo uma minima variacdo. Dessa forma, a partir da analise de fragment-
based assembly, nota-se que mesmo que a variacdo no DNA observada no Citb tenha sido
suficiente para separar os diferentes géneros e espécies de orizominos, essa variacao nédo se
reflete em uma alteracdo na estrutra tridimensional da proteina, uma vez que as estruturas

observadas se mostraram virtualmente idénticas.

Mapeamento das mutacdes na estrutura da proteina Citb

Mutacdes sindbnimas e nao-sinbnimas

A andlise comparativa da estrutura proteina entre 0s grupos recuperados pela
andlise filogenética do Citb permitiu identificar as mutacdes que diferenciam as espécies
dentro de um género (abordagem intragenérica) e 0s géneros entre si (abordagem
intergenérica).

Na analise intragenérica, identificou-se 214 mutacdes (Anexo 2), sendo 88%
correspondente a mutagdes sinbnimas (MS) e 12% a mutac6es nao sindbnimas (MNS). De
todas as mutacles, ~75% mutacdes ocorreram em regides de a-Hélices, ~21% em regibes
de loop e somente 1,4% ocorreram nas Folha-f (Tabela 1). MNS nédo foram observadas nas
regibes de Folha B. Nao houve correlacdo entre o tipo de mutacdo (MS e MNS) e a
estrutura secundaria da posicdo mutada (x2; p-valor=0,2613).

Na analise par-a-par entre 0s géneros, registrou-se 934 mutacdes (Anexo 3), das

quais 81% corresponderam a MS e 19% MNS. Observou-se que ~71% estdo em a-

Hélices, ~26% em regides de loop, e somente ~1% em regido de Folha 3 (Tabela 1, Fig.
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7). O teste de significancia mostrou que ha correlacdo entre o tipo de mutacdo e a
estrutura secundaria associada para mutagdes intergenéricas (X?2; p-valor= 0,04784).
Dessa forma, observa-se que tanto para a andlise intragenérica quanto para a
intergenérica, as mutagdes ocorreram com maior frequéncia na regido de a-Hélices,
seguidas por mutacGes em regido de loop e Folha-f, nessa ordem. De forma semelhante,
a distribuicdo dos tipos de mutacGes (MS e MNS) segue a mesma ordem. Porém, somente
ha significancia para a correlagdo entre a estrutura secundéria e o tipo de mutagdo nas

mutacdes intergéneros.

Tabela 1: Frequéncia (em porcentagem) das mutac¢des sindbmimas (MS) e ndo sindnimas
(MNS) e respectivas estruturas secundarias ao longo dos 380 residuos na proteina do

citocromo b.
- Total de Alfa Hélice Loop Folha Beta
Andlise ~ '
mutacdes MS MNS MS MNS MS MNS
Intergenérica 934 58,45 12,42 19,59 5,99 0,96 - 2,35
Intragenérica 214 64,02 10,75 20,03 1,40 1,40 - 3,40

IND=estrutura ndo determinada para a respectiva mutacao.

A partir da analise da Figura 7, observamos que tanto MS quanto MNS, de forma
geral, estdo distribuidas ao longo de toda a estrutura do Citb, tanto na abordagem
intragenérica quanto intergenérica. Apesar disso, observa-se que as MNS que distinguem
géneros estdo localizadas em posicdes distintas daquelas que distinguem espécies. Para a
abordagem intragenérica registramos 13 posi¢cOes onde observou-se exclusivamente
MNS, sendo elas distribuidas nas diferentes espécies da seguinte forma: Aegialomys
galapagoensis (posicdes 142 e 266), Cerradomys goytaca (posicdo 164), Cerradomys
maracajuensis (posicdo 117), Cerradomys marinhus (posicdo 236), Hylaeamys acritus
(posicdes 66 e 375), Hylaeamys laticeps (posicao 118), Nephelomys levipes (posicGes (60
e 88) e Transandinomys boliviaris (posicdes 42, 115, 315 e 349).

Por outro lado, para a abordagem intergenérica, foram registradas 13 posi¢des onde
ocorreram exclusivamente MNS, estando elas distribuidas da seguinte forma: Aegialomys
(posigdes 43, 107, 204 e 370), Hylaesamys (posicdes 14 e 324), Cerradomys (posicdes
107 e 234), Euryoryzomys (posices 107 e 324), Nephelomys (posicdo 323),
Oreoryzomys (posicdes 29 e 241), Sooretamys (posicdes 107, 323; 345 e 371) e

Transandinomys (posicéo 214).
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As MNS que separam as diferentes espécies em um mesmo género ocorrem nas
posicOes 14, 42, 60, 66, 88, 115, 117, 118, 142, 164, 236, 266, 315 e 349. Por outro lado,
as MNS que separam os diferentes géneros sdo distintas (exceto pela posicdo 14) e
ocorreram nas posicoes 14, 29, 43, 107, 214, 234, 241, 324, 323, 345, 370 e 371. Dessa
forma, é possivel notar que hd uma distingdo entre a localizacdo das MNS entre as
analises intergenéricas e intragenéricas.

A partir da andlise da Figura 7, observa-se que para a abordagem intergenérica, ha
uma faixa de MNS que estende-se nas primeiras 80 posi¢Bes, enquanto na intragenérica,
essa faixa estende-se entre as posi¢des 110 e126. Dessa forma, é possivel notar faixas de

MNS distintas em nossas analises intergenéricas e intragenéricas.
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intergenérica. A imagem exibe somente posicdes onde registrou-se eventos de mutagdo, ndo sendo mostrado posi¢des conservadas. AH= a-Hélice; FB= Folha .
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Porcdes hipervaridveis e sua importancia

A andlise da entropia de Shannon é importante para diferentes finalidades, sendo
utilizada no presente estudo com o objetivo de identificar as posicGes mais variaveis no
conjunto de dados de orizominos. A analise revelou cinco posicGes (43, 82, 108, 234 e
323) com valores de entropia acima de 1.0 (Fig. 8), sendo observado no maximo cinco
aminoécidos distintos para essas posi¢des, com 0s aminoacidos observados apresentando
propriedades de carga e polaridade semelhantes, com exce¢do da Treonina (T).
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Fig. 8: Grafico da entropia de Shannon para a matriz composta por 77 sequéncias. A linha pontilhada
identifica aquelas posi¢cBes nas quais foram observadas valores de entropia acima de 1,0. PosicOes

conservadas sdo identificadas pela auséncia de colunas.

Todas essas posicdes localizam-se em regides do Citb distribuidas pela membrana
interna mitocondrial, estando todas elas em regides de a-Hélice, com excec¢do da posi¢ao
108, que localiza-se em uma regido de loop (Tabela 2). Adicionalmente, as cinco posicdes
estdo localizadas na superficie do Citb, com as cadeias laterais dos aminoacidos
posicionando-se externamente ao Citb, ndo estando proximo a nenhum sitio ativo ou

alostérico da proteina.
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Tabela 2: Posic¢bes nas quais foram observados valores da entropia de Shannon acima de
1,0. A quantidade de sequéncias por aminoacido é mostrada entre parénteses, assim como a
respectiva cadeia para a posicao.

Posicao Aminoéacidos Cadeia
43 V/(36); M(26); 1(8); T(2); L(4) A
82 T(4); M(27);L(24); 1(15); A(7) B
108 M(37); V(29);T(10); L(1) Loop
234 L(36); 1(30); F(11) E
323 F(5); L(1); T(10); 1(13); M(1) G

E sabido que as diferentes regibes de uma dada proteina podem apresentar
diferentes niveis de variacdo, sendo a analise da entropia de Shannon (Cover & Thomas,
1991) uma importante ferramenta para identificacdo de regides variaveis ou conservadas
em sua cadeia. A entropia de Shannon pressupde que se considerarmos uma serie
estacionaria S(i), i=1, 2, ..., N (onde N corresponde ao comprimento da série), sendo
observado para S(i) diferentes valores ou estados (M), a entropia de Shannon calcula entéo
a incerteza da série (Mazaheri et al., 2010). A tolerancia da posi¢do i para mudanca de
aminoécidos é dada por S(i)= -Y?%-1 P(a)logP(ai), onde P(aj) é a probabilidade da
ocorréncia do aminoacido do tipo a na ith posicdo da cadeia proteica (Liu & Bahar, 2012).
S(i) possui uma variacdo de 0-3, com o valor minimo e maximo correspondendo a uma
posicdo conservada e completamente randdmica respectivamente (chances iguais da
ocorréncia de quaisquer dos 20 aminoacidos na ith posi¢cdo), dessa forma, uma posicao
supervariavel.

Nossas analises sobre a entropia de Shannon apontam que as posicdes mais
variaveis do Citb estdo localizadas em regides distantes dos principais sitios, sugerindo
assim que mutacdes nessas posicGes geram pouco impacto para a funcionalidade da
proteina como um todo. Tal resultado contradiz os achados de da Fonseca et al. (2008)
para as diferentes ordens de mamiferos, uma vez que esses autores sugerem que posicdes
hipervariaveis do Citb possuem uma relevancia adaptativa elevada em muitas espécies.

Entretanto, apesar das posicdes identificadas pela entropia de Shannon para as
espécies de orizominos do presente estudo estarem distantes dos principais sitios ativos do
Citb, ndo se pode descartar a hipdtese de essas mutagdes ndo serem neutras, principalmente
em relacdo a estabilidade e mobilidade da estrutura, uma vez que aminoacidos dessas

posicdes estdo em contato com a membrana interna mitocondrial.
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Um importante conceito no estudo da dindmica estrutural de proteina é a relacdo
entre estabilidade e mobilidade. Em alguns casos, a dindmica é manifestada por um grande
movimento de estruturas intactas, conhecido como “movimentos globais”. Muitas enzimas
ou proteinas membranares envolvidas em transporte apresentam esse tipo de movimento
(Tama & Brooks, 2006; Yang et al., 2009). Por outro lado, “movimentos locais” tendem a
ser mais restritivos, como rearranjos de loops. Wright & Dyson (2009) argumentam que
“movimentos locais” facilitam o reconhecimento de diferentes substratos ¢ otimizam
ligagOes. Liu & Bahar (2012) demonstraram que o0 aumento da variabilidade da sequéncia,
ou seja, maiores valores de entropia, € acompanhada pelo aumento da mobilidade proteica.

Nossos dados identificam que as posicBes mais variaveis localizam-se em regifes
embebidas na membrana interna mitocondrial, dessa forma, ndo participando de ligacdes
com nenhum substrato. Entretanto, essas posi¢Oes hipervaridveis poderiam afetar a
interacdo entre o Citb e a membrana mitocondrial, principalmente em relagdo a mobilidade
e estabilidade da proteina. Assim, se faz necessario um estudo futuro de dindmica
molecular com o objetivo de investigar a influéncia dessas posi¢cGes em relacdo a interacao

do Citb e a membrana mitocondrial.

Correlacgao entre posi¢édo do codon e tipo de mutagdo

Nas analises intrageneéricas, observou-se que em todas as mutagdes na segunda
posicdo (n=6) tratava-se de MNS, enquanto que mutacfes nas demais posicdes,
ocorreram MS e MNS, sendo observada uma maior quantidade de MNS na primeira
posicdo do que na terceira (Tabela 2). A partir da analise de y?> observou-se uma
correlacdo significativa entre o tipo de mutacao e a posi¢ao no codon (p-valor<0,005)

Nas analises intergenéricas, de forma semelhante a abordagem intragenérica,
observou-se que todas as mutacGes na segunda posi¢do (n=48) corresponderam a MNS,
enquanto para as demais posicOes registrou-se tanto MS quanto MNS, sendo observada
uma maior quantidade de MNS na primeira do que na terceira posi¢do (Tabela 2). Da
mesma forma que em nossas analises intragenéricas, na intergenérica encontramos
valores significativos de y? entre posicdo do cddon e tipo de mutacdo, com p-valor muito

menor do que 0,05.
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Tabela 3: Frequéncia (em porcentagem) das mutagfes sindmimas (MS) e ndo-sinbnimas
(MNS) e posicao do cddon.

Andlise Total ?Ie la 2a 3a
mutagcoes ~ MS MNS MS MNS MS  MNS
Intergenérica 934 6,96 12,2 - 51 732 20
Intragenérica 214 6,54 6,54 - 2,8 81,3 28

Assim, verifica-se que a maior propor¢do de MS ocorrem na 3?2 posi¢cdo do cddon,
enquanto que alteracGes na 1% e 2% posicOes geraram prioritariamente MNS tanto para as
analises inter quanto para intragenéricas.

Sabe-se que as quatro diferentes bases nitrogenadas podem ocorrem em proporcoes
distintas conforme a posicdo no cdédon em que elas ocupam. Majumdar et al. (1999)
trabalhando com genomas procarioticos demonstraram que ha uma maior frequéncia de
purinas, i.e, A e G, na primeira posi¢do, sendo observado para a segunda posi¢do uma
maior frequéncia de A, engquanto para a terceira posi¢cdo ndo ha uma predominancia clara
de bases. Adicionalmente, aqueles autores apontam que quando observado o desvio
padrdo em relacdo a predominancia das bases nas diferentes posicdes do codon, é
possivel observar que a terceira posi¢do possui 0s maiores niveis de variagdo enquanto a
segunda posicdo possui 0s menores. Assim, as primeiras duas posi¢des do codon estariam
sob forte selecéo purificadora, enquanto a maior parte da variacao na tercira posicao seria
sinbnima e estaria sob fraca selecdo purificadora. Em suma, Majumbar et al. (1999)
apontam que as primeiras duas posicdes do codon sdo importantes para determinar a
estrutra proteica enguanto a terceira posicdo € importante para a diferenciacdo de
espécies.

Nossos dados para as espécies de orizominos corroboram com 0s achados de
Majumbar et al. (1999) ao demonstrar que a maior parte das mutacées na terceira posicao
sdo representadas por MS. Além disso, é possivel afirmar a selacdo purificadora atua de
forma mais rispida nas duas primeiras posicdes, uma vez que observamos uma menor
guantidade de mutacgdes nas duas primeiras posicdes, tanto para MS quanto para MNS, do

que para a terceira posicao.
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Variac¢ao nas cadeias cdl e cd2

Duas regides de grande importancia funcional para o Citb compreendem as regides
a-Hélices cdl e cd2, que possuem diferenca de quantidade de aminoacidos (aa) em suas
cadeias, tendo 16 aa em cdl e 10 aa em cd2.

Na abordagem intergenérica, para cdl, foram observadas nove das 16 posicdes
mutadas (139, 142, 143, 144, 146, 147, 149, 150 e 152), com MNS somente em duas
delas (posicOes 143 e 149). Para a posicdo 143, observa-se a presenca de uma Guanina
(G) exclusiva de Aegialomys (A. galapagoensis), com Alanina (A) nos demais géneros.
Em relagcdo a posicdo 149, verificou-se uma Prolina (P) em somente uma das trés
sequéncias na unica espécie de Oreoryzoms (O. balneator), enquanto todas as demais
sequéncias apresentando uma Leucina (L) para aquela posicao.

Para cd2, foram registrados seis posicdes mutadas (157, 158, 159, 160, 161 e 164),
sendo registradas MNS somente nas posi¢oes 159 e 164. Para a posi¢ao 159, Cerradomys
e Hylaeamys sdo os Unicos géneros que apresentam S (Serina), sendo que Hylaeamys
possui adicionalmente uma Treonina (T). Todos os demais seis géneros, assim como o
grupo externo, apresentam T159. Na posicdo 164, Cerradomys € o Unico género que
possui uma Valina (V164) em somente duas sequéncias de C. goytaca. Para todos 0s
demais sete géneros de orizominos analisados, assim como as demais espécies de
Cerradomys, registramos a presenca de uma Isoleucina (1164, Anexo 4).

Em relacdo a abordagem intragenérica para a regido cdl, foram registradas seis
posi¢cBes mutadas, sendo cinco (139, 142, 149, 151 e 152) com somente MS. A posicao
143 foi a Unica na qual foi registrada uma MNS, correspondendo a uma Guanina (G) na
Unica sequéncia de A. galapagoensis, sendo que A. xanthaeolus e todas as demais
espécies possuem uma Alanina (A) para essa posicdo. Em relacdo a cd2, verificou-se
quatro posicGes mutadas (157, 159, 160 e 164), sendo MS em trés delas (157, 159 e 160)
e MNS em duas delas (159 e 164). Na posi¢cdo 159 verificou-se uma Asparagina (N159)
em Cerradomys goytaca, C. langguthi, C. scotti, C. subflavus e C. vivoi e uma Serina
(S159) para C. marinhus e C. maracajuensis. Hylaemys acritus é a Unica espécie do
género que possui uma S159, enquanto H. laticeps e H. magacephalus possuem uma
tirosina (T159). H. yunganus foi a Unica espécie do género a apresentar variacao
intragenérica para na posicao 159, sendo que das quatro sequéncias analisadas, trés
possuem N159 e somente uma T159. J& para a posicdo 164, foi registrado somente um

evento de MNS, que compreende a presenca de uma V164 nas duas sequéncias de C.
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goytaca analisadas, sendo que as demais espécies de Cerradomys possuem 1164 (Anexo
4). Assim, observa-se que tanto para a abordagem intragenérica quanto para a
intergenérica, as MNS nas regides de cdl e cd2 ocorrem entre aminodcidos de
propriedades semelhantes, seja quanto a polaridade, carga ou comprimento da cadeia
lateral.

Nossos achados, tanto para a abordagem intragenérica quanto para a intergenérica,
mostram um maior nimero de posi¢coes mutaveis em cd2 (20% residuos variaveis) do que
cdl (12,5% residuos variaveis), mesmo cdl possuindo uma maior quantidade absoluta de
posi¢des mutaveis, nota-se que a propor¢do de MNS e MS em cdl1 é menor do que em
cd2. Esses dados sdo congruentes aos achados de Esser et al. (2006) que demonstraram
que devido cdl possuir uma importancia funcional maior, essa cadeia possui uma menor
proporcao de mutacdes (~93% de residuos conservados) do que cd2 por exemplo (~69%
de residuos conservados), mesmo cdl possuindo uma maior quantidade de aminoacidos
em sua sequéncia.

De acordo com o mecanismo de funcionamento do complexo bcl aceito atualmente
para a geracdo dos elétrons que serdo transferidos ao longo da cadeia respiratoria na
mitocéndria (Esser et al. 2006), o sitio no qual a ubiquinona (Q) é reduzido localiza-se
proximo ao lado negativo da membrana mitocondrial, conhecido como Qi site. O Qi site
conecta-se via dois grupos protéticos (high-potential b heme (bH); low-potential b heme
(bL)) com o sitio de reducdo do ubiquinol (Qo), localizado préximo ao lado positivo da
membrana. Em Qo, um elétron é transferido do Citb para o Citc conduzido pela iron-
sufur protein (ISP), que também constitui uma das subunidades do complexo bcl,
enquanto um segundo direciona-se via bH e bL para o sitio Qi. Dessa forma, a ISP € um
componente essencial para a conexao entre Qo e Qi, sendo assim fundamental para o
funcionamento do Citb como um todo. A ISP possui diferentes pontos de ancoragem ao
longo do Citb, sendo estas realizadas por pontes de hidrogénio com aminoécidos dos
loops CD e EF, porém tais pontes entre ISP e o Citb sdo majoritariamente realizadas com
aminodcidos localizados na cadeia de cdl (Esser et al., 2006).

Sabe-se que MNS tendem a possuir um maior impacto na proteina, pois, uma vez
gue a sequéncia primaria de uma proteina esta finamente associada a funcdo que esta
exerce, MNS podem desviar a proteina de sua funcéo, seja por alterac6es na estabilidade
geral da estrutura proteica ou padrdes de interacdes com ligantes. Dessa forma, devido a

essa caracteristica, MNS que alteram negativamente de alguma forma a proteina, tendem
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a ser expurgadas por selecdo, mantendo a longo prazo somente MS e MNS benéficas
(Lercher et al., 2003; Pal et al., 2006).

Nossos dados estédo de acordo com a premissa da sele¢cdo natural atuar de forma
mais rigida em sitios de maior importancia funcional para proteina, uma vez que foi
observada uma menor proporcdo de residos variaveis em cdl do que em cd2. Além disso,
tais sequéncias foram geradas a partir de organismos silvestres, sendo assim possivel
concluir que mesmo havendo a existéncia de MNS, tais mutagdes ndo acarretam uma
problematica maior na molécula do Cith, uma vez que a selecdo positiva atua de forma
mais rigida em proteinas de fun¢des essenciais (Nei & Kumar, 2000). Adicionalmente,
observou-se que em todos os registros de MNS nas cadeias cdl e cd2, os aminoacidos
registrados para uma dada posicdo correspondiam a aminoacidos de propriedades
semelhantes. Assim, é possivel inferir que as caracteristicas gerais nas posi¢cdes mutaveis
se mantiveram inalteradas, gerando assim pouco ou nenhum impacto nas funcdes das

cadeias cdl e cd2.

Padrao de mutacgdo do Citb: selecdo x deriva genética

Os resultados encontrados no presente estudo demostram que as mutacdes no Citb
em orizominos ocorreram majoritariamente em regioes de a-Hélices, seguida por mutacgdes
em loop e Folha P, tanto para a abordagem intra quanto para a intergenérica, sendo
observada significancia estatistica somente nas analises intergenéricas. Em nossas analises
intragenéricas, registou-se 75% das mutagdes em a-Heélice, 21% em loop ¢ 1% em Folha f
e esses dados estdo proporcionais ao tamanho de cada regido na proteina: 71,81% dos
residuos correspondem a a-Hélices; 26,56% a loops; e somente 1,63% contituem Folhas .
O mesmo padrdo é verificado nas andlises intergenéricas: 71% das mutacGes foram
registradas em a-Hélice, 26% em regibes de loop e somente 1% em Folha B. Dessa forma,
a distribuicdo das mutacBes inter e intragenéricas registradas no presente estudo,
apresentam uma proporcionalidade similar a observada para as estruturas secundarias do
citocromo b e a frequéncia das mutacdes ao longo das estruturas secundarias do Citb seria
explicada pela propor¢ao do nimero de residuos observados nas a-Hélices, loops e Folhas
B.

Esses achados do DNA mitocondrial em orizominos (Rodentia) sdo contrarios a
regra proposta genes nucleares de mamiferos. Chiusano et al. (1999) estudaram 34

proteinas nucleares em quatro ordens distintas de mamiferos (Primates, Artiodactyla,

35



Lagomorpha e Rodentia (Muridae) e apontaram que tanto mutagdes sindbnimas quanto nao-
sinbnimas tendem a ocorrer com maior frequéncia em regides de loops, seguida por a-
Hélices e Folhas-f. Outros trabalhos com proteinas nucleares em mamiferos concordam
com a correlacdo entre mutacdes sinbnimas e a estrutura secundaria (Adzhubei et al.,
1996), enquanto outros com invertebrados ndo (Tao & Dafu, 1998). Assim, essa correlacéo
mutacdo e a estrutura secundaria parece depender do tipo de proteina e do organismo
analisado.

A ideia de investigar a distribuicdo de variacGes ao longo da estrutura proteica ndo
é nova. O aumento da disponibilidade de modelos proteicos na literatura nos Gltimos anos
permitiu a realizacdo de comparacdes entre diferentes organismos a fim de evidenciar se ha
uma regra geral acerca da distribuicdo das mutacfes nas estruturas proteicas.

Wilbur (1985) realizou um dos primeiros trabalhos investigando a distribuicdo de
diferentes cddons ao longo da estrutura terciaria de diversas proteinas, ndo incluindo o Citb
em suas analises, e demonstrou que em regifes de grande importancia funcional ha um
maior grau de conservacdo, sugerindo a atuacdo da selecdo natural ao nivel de codons
nesse processo. Alem disso, tem-se demonstrado que ndo somente a funcionalidade, mas
também outros fatores, como a manutencéo da estabilidade proteica (Depristo et al., 2005),
podem limitar a ocorréncia de mutacdes em determinadas regides da proteina.

Nossos achados dédo suporte aos estudos de Wilbur (1985), sendo as regides de loop
do Citb as que apresentam maior sensibilidade as mutacdes, e portanto com maior grau de
conservag¢do em comparagdo as a-Hélice. Sabe-se que no Citb, os loops longos AB, CD,
DE e EF séo responsaveis pela geracdo das cavidades que contém os sitios ativos da
proteina, enquanto as cadeias de a-Hélices desempenham principalmente funcéo
estrutural (Chen et al., 2009). Ainda, todas as sequencias parciais com 801 pb abragem os
267 primeiros residuos do Cith, que apresentaram maior similaridade com estrutura
molde de bovino, e é a regido mais conservada quando comparada com as regides finais
da proteina, que possue 380 residuos. Nos 267 residuos ocorrem as primeiras cinco
cadeias do Citb (A, B, C, D e E) com seus respectivos loops, ndo cobrindo as cadeias F,
G e H. Os principais sitios ativos (Qi e Qo), assim como pontos de ancoragem de
substratos e ligantes (ISP e grupo Heme) localizam-se nas cadeias A-E. Assim, podemos
destacar que o grupo de cadeias A-E possuem uma maior sensibilidade a mutagdes do
que o grupo formado pelas F, G e H.

Sabe-se que MS, causam um menor impacto na estrutura e funcionalidade proteica

como um todo, uma vez que mesmo havendo alteracdo da base nitrogenada, mantém-se o
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aminoécido codificado. As MNS, uma vez que alteram o aminoéacido codificado, possuem
uma maior probabilidade de alterar o 6timo adaptativo da proteina, sendo selecionada
negativamente pela selecdo natural (Smith & Hurst, 1999). Tal aspecto é respeitado quando
observamos a discrepancia do tipo de mutagdo (sindbnima e ndo-sinbnima) ao longo da
proteina. A maioria das mutacGes sdo sinbnimas, tanto para as analises inter quanto
intragenérica (81 a 88% respectivamente) demonstrando que MNS tendem a ser eliminadas
pela acdo da selecdo natural, e por isso, sdo observadas em menor frequéncia. Além disso,
mesmo as mutacBes nado-sinbnimas registradas ocorreram entre aminoacidos com
propriedades fisicas similares na maior parte dos casos e ndo afetaram a estrutura da
proteina.

Assim, 0 padré@o observado respeita o postulado na teoria neutra de Kimura (1983)
na qual a maioria das mutacdes ao nivel molecular séo deletérias, uma vez que ocasionam
ao organismo algum efeito negativo, como capacidade de reprocucdo e sobrevivéncia.
Assim, as mutacdes neutras seriam fixadas na populacdo e em seguida na espécie por
deriva genética.

Concluindo, o Citb mostrou-se uma proteina altamente conservada do ponto de
vista estrutural, devido a maioria das mutagGes serem sindénimas ou ndo-sindnimas
silenciosas, muito embora tenha havido um grande nimero de mudanca na sequéncia do
DNA. As mutacdes no Citb em orizominos ocorreram majoritariamente em regioes de o.-
Hélices, seguida por mutacdes em loop e Folha . Podemos sugerir que ha um processo de
selecdo atuando mais fortemente nos primeiros 267 residios do Citb, associados ao grupo
de cadeias a-Helices e loops nas regibes A-E. O mapeamento dessas alteracdes mostrou
padrdes distintos de distribuicdo das mutaces ndo-sinbnimas dentro e entre géneros,
mostrando que as mutacgdes que levaram a separacdo de géneros foram distintas daquelas

que levaram a separacdo de espécies.

METODOS

Matriz de dados

Foi construida uma matriz de dados composta por 75 sequéncias de Citb obtidas do

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de oito dos 10 géneros descritos por Weksler

et al. (2006), totalizando 24 espécies (Anexo 1). Das sequéncias, 21 estavam completas

(1143 pb) e 54 estavam incompletas, variando de 786 a 1140 pb. As sequéncias foram
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alinhadas no MEGA 7 (http://www.megasoftware.net/), gerando uma matriz de 1143
nucleotideos e 380 aminoécidos. Os nucleotideos ausentes nas sequéncias incompletas
foram completados com n. Foram utilizados como grupo externo Thomasomys aureus
(codigo genbank U03540) e Rhipidomys leucodactylus (cddigo Genbank RLU03550 ).

Modelagem do Citb

Os modelos comparativos foram construidos baseados no template 2A06 (Bovine
cytochrome bcl complex) obtido do Protein Data Bank (PDB), com similaridade de 79 a
84%, pelo método de modelagem comparativa realizada pela plataforma online Swiss-
Model (Biasini et al. 2014). A estrutura conhecida da proteina foi utilizada como template
para obtencdo do modelo da sequéncia query (Baker & Sali, 2001). Os modelos gerados
para cada espécie foram armazenados como pdb output, que foram visualizados no
programa PyMol (DelLano, 2002). A confiabilidade e qualidade dos modelos foram
verificadas pela distribuicdo dos angulos torcionais ® (Phi) ¢ W (Psi), examinados através
do grafico de Ramachandran (Ramachandran et al. 1968, que descrevem a rotacdo do
backbone do polipeptideo ao redor do N-Co (®) e Ca-C (W), analisando-se 0
enovelamento e qualidade estereoquimica, por meio da plataforma online PROCHECK
(Laskowski et al. 1993). Para cada modelo foi criado o grafico de Ramachandran
(Ramachandran et al. 1968) e foram verificadas as regifes favoraveis em relacdo as
torcdes, assim como a sua respectiva estrutura secundaria. Os residuos de aminoacidos
com problemas estereoquimicos foram identificados em regides desfavoraveis do grafico.
Assim, para a analise dos modelos inferidos neste estudo, foram gerados os respectivos

gréficos de Ramachandran para cada modelo/espécie.

Mapeamento das mutacdes

Com o objetivo de identificar as mutacdes que sustentam cada clado foi realizada
uma analise de Parcimdnia, através de uma busca heuristica utilizando-se o software
Winclada (Nixon, 1999) com implementacdo do NONA (Golobof, 1999), com calculo dos
indices de consisténcia (CI) e retencdo (RI). Em seguida, as varia¢fes nas sequéncias de
DNA para cada espécie de um género foram mapeadas, levando-se em consideracdo a
ocorréncia de mutacdes exclusivas de cada espécie (variacdao intragenérica), baseada em
uma matriz contendo somente as sequencias das espécies e do grupo externo. Foram

registradas as mutacoes exclusivas que sutentavam cada espécie. De forma semelhante, as
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mutacdes intergenéricas foram registradas comparando-se par-a-par as sequéncias de cada
género de modo que todos os géneros foram comparados entre si. Foram mapeados 0s
aminoécidos associados a cada mutacdo (sinbnima - MS ou ndo-sinbnima — MNS), a
posi¢cdo do codon da referida mutacéo, a posi¢cdo da mutacdo na estrutura primaria no Citb
no software Geneious (http://www.geneious.com/). No caso de MNS nas variagdes

intragenéricas registrou-se 0s aminoacidos presentes nas demais espécies do género,
enquanto nas variagdes intergenéricas registrou-se 0s aminoacidos presentes nos demais
géneros. Ainda, verificou-se a potencial alteracdo na polaridade (Polar; N&o-Polar; Basic-
Polar; Acidic-Polar) e na carga (Positiva; Negativa; Neutra) da cadeia lateral do
aminoécido alterado, assim como em qual estrutura secundaria (a-Hélice, Folha 8, ou loop)
cada mutacdo ocorreu, sua cadeia de alfa-hélice correspondente na proteina (A-H; cdl e
cd2) por meio da visualizagdo Cartoon do arquivo PDB no Pymol.

Comparacédo da estrutura tridimensional do Citb

A similaridade par-a-par entre os modelos tridmensionais do Citb foi calculada pela
distancia média, em angstrons, entre os carbonos alfa de todos os aminoacidos das cadeias
(Desvio da Raiz Media Quadratica - DRMQ) no programa SPDVIEWER
(http://spdbv.vital-it.ch/), sendo que quanto menor a distancia, maior a similaridade entre
os dois modelos. Somente foram utilizadas nessa analise sequéncias completas, 15 das 75,
do Citb com 1143 pb e 380 residuos (Anexo 2) foram utilizadas nessa analise, totalizando
assim 15 espécies analizadas, uma vez que somente espécies com sequéncias completas
foram analisadas e uma sequéncia por espécie foi modelada. Ndo foram considerados nos
modelos os hidrogénios e ligantes (grupo heme), sendo utilizados nos modelos somente a
cadeia principal da proteina. Posteriormente para identificar as regibes de divergéncia
foram realizadas as comparagdes de estruturas tridimensionais dos modelos através da

sobreposicao de backbone o programa PyMol.

Andlise da Entropia de Shannon

A fim de identificar as posi¢cdes mais variaveis no Citb dos Orizominos analisados,
foi realizada uma analise da entropia de Shannon (Cover & Thomas, 1991), utilizando a
matriz de aminoacidos das 77 sequéncias. Para tanto, foi utilizado o pacote gratuito ProDy

(disponivel ~ em  http://prody.csb.pitt.edu/), assim como o pacote Evol
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(http://prody.csb.pitt.edu/evol/), ambos utilizados através do Python. No ambiente Python,
a matriz de dados, ou multiple sequence alignment (MSA), foi refinada com o objetivo de
minimizar a presenca de gaps, com row occupancy=0,8. O célculo de entropia foi entdo
realizado com a matriz ja refinada. Para a identificagdo das posicdes mais variaveis da

proteina foi utilizado como threshold o valor de 1,0.
Analises estatisticas

A fim de verificar a correlagé@o par-a-par entre os tipos de mutacgdo (sindbnima e nédo-
sinbnima) e a posicao no cddon (12 22 ou 32 posicdo), o tipo de estrutura secundéaria onde a
mutacdo ocorreu (a-Hélice, Folha B, ou loop), o tipo de cadeia onde a mutacdo ocorreu
(Cadeia A-H; cdl e cd2) e a polaridade da cadeia lateral do aminoécido associado a cada
mutacdo (polar ou apolar) foi realizada a analise de qui-quadrado através do uso da
plataforma R 3.2.4. Foram considerados significativos aqueles resultados que mostraram

um p-valor igual ou menor que 0,05.

Analises genéticas dos dados

A relacdo hierarquica entre os géneros e espécies foi determinada a partir da
aplicacdo da andlise de Verossimilhanca (ML) através do software MEGA 7
(http://www.megasoftware.net/). Os nucleotideos ausentes nas sequéncias incompletas
foram completados com n. Foram utilizados como grupo externo Thomasomys aureus
(codigo genbank U03540) e Rhipidomys leucodactylus (codigo genbank RLUO03550 ). O
modelo de evolugdo molecular que melhor se ajusta aos dados foi calculado pelo uso do
critério de informacao de Akaike, implementando no software Jmodeltest v0.1 (Posada, 2008),
selecionando-se 0 modelo GTR+1+G. Os valores para suporte dos clados da ML foi gerado
por meio de 1000 replicacBes de bootstrap. As distancias genéticas par-a-par entre as 75
sequéncias analisadas foram calculadas pelo MEGA 7, utilizando o modelo de Kimura-2-

parametros (K2P)
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ANEXO 1: Relacdo dos espécimes com sequéncias do gene Citb obtidas do GenBank assim como seus respectivos vouchers.

Espécie n nH Haplétipo Voucher?!, Nimero do GenBank (negrito), tamanho em nucleotideos (grifado)

Aegialomys galapagoensis 1 1 H1 ASK4105, EU579478, 1143

A. xanthaeolus 2 2 H2 e H3 MVZ145533, EU579479, 1143. TK134912, EU340015, 1143,

Cerradomys goytaca 2 1 H4 LBCE-JCM11, KP122222, 801. LBCE-JCM10, KP122221, 801

C.langguthi 1 1 H5 LBCE15905, KP122223, 801.

C. maracajuensis 3 2 H6 e H7 LBCE-SVS883, KP122226, 801; LBCE-SVS849, KP122225, 801; MN44178, AF181278, 801.

C. scotti 10 6 H10; H11, H12; TK61881, EU579482, 1143; LBCE4884, KP122236, 801; LBCE5713, KP122237, 801; LBCE5724, KP122238, 801; LBCE5725, KP122239, 801;
H13; H14; H15 LBCES5848, KP122240, 801; LBCE7546, KP122241, 801; LBCES749, KP122242, 801; LBCE9446, KP122243, 801; MN61672, KP122244, 801.

C. subflavus 6 5 H16; H17, H18; AF181274, 801; MNRJ61885, EU579481, 1065; MNRJ61665 GU126543, 801; LBCE15485, KP122245, 801; LBCE17255, KP122247, 801,
H19 e H20 LBCE17293, KP122248, 801.

C. vivoi 1 1 H17 MN61666, KP122249, 786;

C. marinhus 5 9 H8 & HO |£1CE17294, KP122228, 801; LBCE18191, KP122230, 801; LBCE17786, KP122229, 801; LBCE17286, KP122227, 801; CRB1560, AF181279,

Euryoryzomys emmonsae 2 2 H21 e H22 MZUSP 27150, AF251526, 801; CS37, AF251525, 801.

E. lamia 2 1 H23 CRB983, GU126537, 801; CRB968, AF181273, 801.

E. macconnelli 5 5 H24, H25, H26, AMNH272678, EU579484, 1143; AMNH272669, GU126538, 1140; MNFS 156, OMUS58379, 801; CCM44-2, AF251528, 801; MNFS747,
H27 e H28 AF251527, 801.

E. nitidus 3 3 H29, H30 e H31 TK14571, EU579485, 1143; MNFS 1419, ONU58383, 801; MSB166027, AF251529, 801.

E. russatus 5 3 H31, H32 e H33 ORG067, EU579486, 1143; MNRJ50230, GU126542, 801; ORG67, AF181272, 801; AL 3466, AF181271, 801; UFPB381, EF455025, 801.

Hylaeamys acritus 3 3 H35, H36 e H37 USNM597566,AY940625,1140; USNM597572,AY 940624,1140;USNM597565, AY 940623, 1140.

H. laticeps 3 3 H38, H39 e H40 MVZ198262, EU579498, 1143; ML101, AF251522, 801; EDH22, AF251521, 801.

H. megacephalus 3 3 H41, H42 e H43 MHNLS8061, EU579499, 1143; FSF149r, KR190461, 801; USNM549548, AF108695, 1144.

H. yunganus 4 4 :1‘7" H45, H46 e \176926, EUS79500, 1143; MNFS 1101, OYUS8380, 801, TK73011, DQ224408, 1143; JLP15535, AF251520, 80L.

Nephelomys albigularis 2 2 H 48 e H49 AMNH268125, EU579505, 1143; TEL1447, DQ224407, 1143

N. levipes 1 1 H50 MVZ171468, JF693875, 801

Oreoryzomys balneator 3 2 H51 e H52 AMNH268144, EU579510, 1143; AMNH268144, GU126535, 1039; TEL 1854, EU258534, 1143.

Sooretamys angouya 4 3 H53, H54 e H55 MN78781, KF815444, 1137; TK61763, EU579512, 1143; MNRJ50234, EU579511, 1143; MNRJ50234, GU126534, 801;

Transandinomys bolivaris 1 1 H56 TK135687, EU579513, 1143,

T.talamancae 3 2 H57 e H58 USNM449894, EU579515, 1143; TK135289, EU579514, 1143; USNM449894, GU126544, 1103.

Total 75 58

1 0 ntimero do voucher foi obtido do Genbank ou do artigo original.
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ANEXO 2: Relacdo das mutagfes exclusivas para a andlise intragenérica, por espécie, com 0
namero total de sitios mutéveis (N), nimero total (n) mutagdes sinbnimas (MS) e ndo sinbnimas
(MNS) e posicdo onde ocorrem as mutacGes nas cadeias a-Hélices e pares de cadeias (vide

Figura 2) .Os pares de cadeias conectados pelos loops sao peradados por “/”.

. MS MNS
Espécie N — —
n Posicédo n Posicdo
Aegialomys galapagoensis 5 3 cdl, cd2, ef, F 2 cd2; Efef
Cerradomys goytaca 2 0 - 2 C, cd2

C. langguthi 5 A B,C,D 1 A/N/Terminal
C. maracajuensis 15 14 A, B, C, D, E, cdl, cd2, E/ef 1 Clcdl

C. marinhus 12 10 AJab, A/IN-Terminal, C, D, E 2 E, cd2

C. scotti 7 7 A/N-Terminal, A, B, C, cd1/cd2 0 -
Euryoryzomys emmonsae 10 10 A, B, C, D, cdl, cd2 0 -
E. macconnelli 2 2 B, D/E 0 -

E. nitidus 4 AJab, A/N-Terminal, B 0 -

E. russatus 7 7 A/N-Terminal, A, ab, B, C, D 0 -
Euryoryzoys lamia 9 7 Alab, A/N-Terminal, A, B 2 ab, C
Hylaeamys acritus 21 18 A, B,C,D,¢ef, F, cdl, D/E, Elef, F/IG 3 ab, cd2, H

H. laticeps 4 2 B 2 C,D
H. megacephalus 8 8 A/N-Terminal, at[))/;BE, B/C,C,E, F H, 0 i

H. yunganus 10 10 A, B, C, D, cdl/cd2, E/ef 0 -
Nephelomys levipes 21 17 A/N-Terminal, A, B, C, D, cd2/D, D/E 4 Alab, A, B

N.ambigularis 14 1 N N'Term'”i' ézA/ba,ltl)é /Ef' D.cdlcdz .
Oreoryzomys balneator 5 C,E 1 A
Sooretamys angouya 3 2 F 1 G
Transandinomys boliviaris 36 31 Alab, Aie/]l\l ;:Teémgnagd?czbl /Edzc DB 5 A, C, H, FIG
T. talamancae 13 13 B, C,D,E, ef, G, H, cd2/D, DIE, FIG 0 -
Total 214 188 26
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ANEXO 3: Relacdo das mutagbes exclusivas para a analise intergnérica, por espécie, com o
namero total de sitios mutaveis (N), namero total (n) mutacdes sinbnimas (MS) e ndo sinbnimas
(MNS) e posicdo onde ocorrem as mutagdes nas cadeias o-Hélices e pares de cadeias (vide Figura
2) .Os pares de cadeias conectados pelos loops sao separados por “/”.

. MS MNS
Par de Espécies N —— —
n Localizagéo n Localizagéo

. A/N-Terminal; A; B; B/C; C; cd1; cd2; D; ab; B; DIE; F;
Aegialomys/Cerradomys 33 27 Elef: F: FIG: G: H 6 F/G: H
Aegialomys/Euryoryzomys 21 17 ?/GBGB{—? C; cdl; cd2; Blef; ef; effF; F; 4 B; B/C; F/G; H
Aegialomys/Hylaemys 13 11 A B; B/C; C; cdl; cd2; ef, F; G; H 2 B; H

. A; B; B/C; C; cdl; cdl/cd2; cd2; E; E/ef; -
Aegialomys/Nephelomys 29 26 ¢f F: F/G: G: H 3 B/C; F; H
Aegialomys/Oreoryzomys 31 28 é E; BIC; C; cd2; cd2/D; D; Eief, F; FIG; 3 B/C; FIG; H

. A; B; B/C; C; cdl; cd2; D; DIE; Elef; ef; A; ab; DI/E; F;
Aegialomys/Sooretamys 41 34 ef/F: F: E/G: G: H ! FIG; H
Aegialomys/Transidinomys 28 21 A{N—.Te.rmlnal; A; B; BIC; C; cdl; D; E/ef; 7 A; B; BIC; F; FIG;

ef, F; G; H H

Cerradomys/Aegialomys 7 6 A/N-Terminal; ab; B; C/cdl; cd2/D; D 1 E
Cerradomys/Euryoryzomys 4 3 A/N-Terminal; C-cdl 1 B/IC
Cerradomys/Hylaeamys A/N-Terminal; A; ab; B; C/cdl; cd2/D; D 0 -
Cerradomys/Nephelomys 13 11 é//el}\]lc-Termmal; ab; B; Ciedl; cd2/D; D; E; 2 B/C; E
Cerradomys/Oreoryzomys 4 2 A/N-Terminal; C/cdl 2 B/C; E
Cerradomys/Sooretamys 11 10 A, ab; B; B/C; C; C/cdl; cd2/D; DIE 1 E
Cerradomys/Transandinomys 8 6 A/N-Terminal; B; C; C/cdl; D 2 B/C; E
Euryoryzomys/Aegialomys 5 2 G; H 3 Alab; FIG; G
Euryoryzomys/Cerradomys 4 2 A; D 2 Alab; ab
Euryoryzomys/Nephelomys 5 4 cd2/D; E; ef 1 FIG
Euryoryzomys/Oreoryzomys 7 4 A; cd2; cd2/D; D 3 Alab; FIG; G
Euryoryzomys/Sooretamys 6 5 A; ab; D 1 Alab
Hylaeamys/Cerradomys 12 7 cdl; D; ef; FIG 5 é/N-TermlnaI; ab;
Hylaeamys/Euryoryzomys 5 B; E/ef; ef, F/IG; H 1 G
Hylaeamys/Nephelomys 4 cdl; E 3 A/N-Terminal; G
Hylaeamys/Oreoryzomys 4 Alab; cdl; D 4 A/N-Terminal; G
Hylaeamys/Sooretamys 11 6 Alab; cdl; D; H 5 é/N-TermmaI; ab;
Hylaeamys/Transandinomys 5 3 B; E/ef; ef 2 A/N-Terminal; G
Hylaemys/Aegialomys 8 4 Alab; cdl; H 4 A/N-Terminal; G
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- MS MNS
Par de Espécies N —— ——
n Localizagéo n Localizagéo
Nephelomys/Aegialomys 10 7 AJab; ab; cdl; cd2; D; D/E 3 N-Terminal
Nephelomys/Cerradomys 7 5 A;cdl; D 2 A/N-Terminal; D/E
Nephelomys/Euryoryzomys 10 8 D; E; ef; F; FIG 2 G
Nephelomys/Hylaeamys 3 2 cdl; D 1 A/N-Terminal
Nephelomys/Oreoryzomys 10 8 A; Alab; ab; C; cdl; cd2; D/E 2 A/N-Terminal
Nephelomys/Sooretamys 14 10 A, Alab; ab; C; cdl1; D/IE 4 A/N-Terminal
Nephelomys/Transandinomys 5 4 C;cd2; D 1 A/N-Terminal
. Alab; ab; B; C; cdl; cd2; cd2/D; DIE; E; .
Oreoryzomys/Aegialomys 36 32 Elef: ef: F: FIG: H 4 A E
Oreoryzomys/Cerradomys 23 18 ﬁ/’;l/-;?g_"aal; Alab; B; C; cdl; D) E; ef, 5 A; ab; B; DIE; E
Oreoryzomys/Euryoryzomys 23 19 Q/’ggeer inal; B; C; DIE; E; Efef, ef; F; 4 A;B; E
Oreoryzomys/Hylaeamys 15 12 é/N-TermlnaI; ab; B; C; cd2/D; E; E/ef; ef; 3 A B E
Alab; ab; B; C; cd2/D; D; E; E/ef; ef; F; .
Oreoryzomys/Nephelomys 31 29 F/G: H: cdl 2 A E
A; ab; B; B/C; C; cdl; D; D/E; E; E/ef; ef; . )
Oreoryzomys/Sooretamys 39 32 eflF: F: G: H: cd2/D 5 A; ab; D/IE; E
Oreoryzomys/Transandinomys 21 18 A/N-Terminal; B; C; D; E/ef; ef, F; H 3 A;B; E
A/N-Terminal; A; Alab; B; C; cdi;
Sooretamys/Aegialomys 41 34 cdl/cd2; cd2; cd2/D; D; DIE; E; ef; F; FIG; 7 E;F; G, G/H; H
G; G/H; H
A/N-Terminal; Alab; B/C; cdl; cdl; D; e A .
Sooretamys/Cerradomys 28 21 DIE: ef: F: FIG: G: G/H 7 E;F; G, G/H; H
Sooretamys/Euryoryzomys 24 20 é{l\(l;—;:rmlnal; B; BIC; cdl; D; DIE; ef, F; 4 B/C; f, G; H
Sooretamys/Hylaeamys 20 15 gH—Termlnal; BIC; D; DIE; ef, F; FIG; G; 5 E;F; G, G/H; H
A/N-Terminal; A; Alab; B; B/C; cdi; e e A .
Sooretamys/Nephelomys 48 41 cdl/cd2; cd2; D; E; Elef; ef; F; FIG; G; 7 E|/C’ E.F G GH;
G/H; H
A/N-Terminal; A; B; B/C; C; cdl; cd2; R .
Sooretamys/Oreoryzomys 40 35 cd2/D: DIE: F: FIG: G: G/H- H 5 B/C; E; F; G/H; H
. A/N-Terminal; A; B; B/C; C; cdl; cd2; B/C; E; F; G; G/H;
Sooretamys/Transandinomys 34 28 D:DIE: ¢f: F: G: G/H: H 6 H
. . Alab; ab; B; cdl; cd2; cd2/D; DIE; E; ef; A/N-Terminal;
Transandinomys/Aegialomys 20 15 FIG: G: H 5 Alab; D: G
Transandinomys/Cerradomys 23 17 A, ab; B; cdl; cd2; D; ef; F; F/IG 6 Alab; ab; D; D/E; G
Transandinomys/Euryoryzomy 10 9 B; cdl; cd2; D/E; E/ef; ef; F; FIG 1 A/N-Terminal
S
. o, . - A/N-Terminal;
Transandinomys/Hylaeamys 11 8 ab; B; cd2; cd2/D; ef; F; FIG 3 Alab:cd2/D
Transandinomys/Nephelomys 6 5 ab; B; C 1 A/N-Terminal
. A; Alab; ab; B; C; cdl; cd2; D; DIE; F; A/N-Terminal;
Transandinomys/Oreoryzomys 20 16 FIG: G: H: 3 Alab; G
. A; Alab; ab; B; C; cdl; cd2; cd2/D; D; ef; A/N-Terminal; ab;
Transandinomys/Sooretamys 25 20 F FIG 5 D: DIE: G
Total 933 749 181
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ANEXO 4: Variacdo dos amino&cidos presentes nas cadeias cd1 e cd2, assim como o respectivo loop que as conectam. Os “.” sdo utilizados
naqueles amino&cidos semelhantes aos encontrados no grupo externo.

cdl Loop cd2
137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152|153 154 155|156 157 158 159 160 161 162 163 164 165

Espécie

Grupo Externo Q M S F W G A T V I T N L L S A I P Y 1 G N T L V E W I W
A. xanthaeolus

A. galapagoensis . . . . . . G

C. goytaca

C.langguthi

C. maracajuensis

C. marinhus

C. scotti

C. subflavus . . . . . . . . . . . . . . . . .
C. subflavus_KP122245 . . . . . . . . . . . . . . . . \Y
C. vivoi

E. emmonsae

2zZ2Z2ZunvunZzZ2-

lamia

macconnelli

nitidus

russatus .
acritus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S
laticeps

megacephalus .
yunganus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N
yunganus_DQ224408

albigularis

levipes . . . . . . . . . . . . .

balneator_EU258534 . . . . . . . . . . . . P

balneator

S. angouya

T. bolivaris

T. talamancae

corrIrrrImmmm
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ANEXO 5: Alinhamento da sequéncia EU579478 (TARGET) com os templates 1bccc e 1bgyc
de um dos cinco modelos gerados através do uso da metodologia implementada pelo CHORAL.

10 20 30 40 50
1 1bcce A- PNI RKSHI
2 lbgyc MI'NI RESHPLMKI VNNA- FI D
seq TARGET MII MREKEKH- PLLKI I NHSFI DLPTPSNI SSWWNFGSLLGI CLMVQI I TGL
60 70 BO 90 100
1 1bcce
2 lbgyc
seq TARGET FLAMHYTSDTTTAFSSVTHI CRDVNYGWLI RYTHANGASMFFI CLFI HVG
120 130 140 150
1 1becce GSYL ‘r Kl TWNTGVI LLLTLMATAFVGYVLPWGOMS FWGATVI TNL
2 lbgyc GSYTFLETWNI GVI LLLTVMATAFMGYVLPWGOQMS FWGATVI TNL
seq TARGET RGI YYGSFMLNETWNI GI I LLLTTMATAFVGYVLPWGOMS FWGGTVI TNL
160 170 180 190 Ly
1 1becc FSAI PYI GH WGGFSVDNPTLTRFFALHFLLPFAI AGI TII HLTF
2 lbgyc LSAI PYI GT DKATLTRFFAFHFI LPFI I MAT AMVHLLF
seq TARGET LSAIPYIGTTLVEW WGGFSVDKATLTRFFAFHFI LPFI I TALVLVHLLF
210 220 230 240 150
1 1bece LHESGSN DEI PFHPYYSFEKDI LGLTLMLTPFLTLALFSPNL
2 lbgyc LHET DKI PFHPYYTI KDI LGALLLI LALMLLVLFAPDL
seq TARGET LHETGSNNPSGLNSDSDKI PFHPYYTI KDLLGI LLLLMVLM LVLFFPDV
260 o 280 290 300
1 1becce LGDPENFTPANPLVTPPHI KPEWYFLFAYAI LREST PNKLGGVLALAASVL
2 lbgyc LGDPDNYTPANP ! PEWYFLFAYAI LRST PNKLGGYLALAFSIL
seq TARGET LGDPDNYTPANPLNTPTHI KPEWYFLFAYAI LRSI PNKLGGVMALLLSI L
310 320 330 340 350
1 1becc ILFLI PFLHKSKQRTMIFREPLSQTLFWLLVANLLI LTW GSQPVEHPFI I
2 lbgyc ILALTI PLLHTSKQRSMMFEPLS QCLFWALVADLLTLTW GGQPVEHPYI T
seq TARGET I LAAFPLLNYSKQHGLI YRPI TQFLYWVFI ANLLI LTW GGQPVEYPFTT
360 380 390 400
1 1bece Il GQMASLSYFTI LLILFPT I hl[ ENEMLNY-
2 lbgyc I GQLASYVLYFLLI LVLMPTAGTI ENKLLEW-
seq TARGET IT1GQI SSTLYFTIIT VI LMPMATM ENDI LKLH
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