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RESUMO

Estudou-se a filogenia do gene da miogenina, um membro da familia MyoD, reguladora da miogénese, que
ocorre durante o desenvolvimento embriondrio, e sua historia evolutiva em espécies domésticas que apresentem
seqiiéncias de DNA depositadas no Genbank, comparando-se o indice de substitui¢do de nucleotideos nao-
sindnimos pelo indice de substitui¢cdo sindnima. Valores maiores do que um (1) indicaram que o gene sofreu
mudancgas que tornaram o organismo mais adaptado ao ambiente. As arvores filogenéticas foram obtidas por
maxima verossimilhanga, e os indices de substituigdo sindnima e nao-sinénima foram analisadas pelo método
de parcimonia. Os resultados indicaram que, provavelmente, o gene sofreu evolugdo adaptativa no grupo
Ruminantia, Bos taurus e Ovis aries, depois que essas espécies divergiram do ancestral comum. Para as outras
espécies analisadas, o gene parece ter evoluido de modo conservativo.
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ABSTRACT

The myogenin gene, a member of the MyoD gene family, is a regulator of the myogenesis that takes place
during the embryonic development. The objective of this study was to perform a phylogenic analysis of
the myogenin gene to study its evolutionary history in the domestic species that have the sequencing data
deposited in the Genbank. One common method to detect a gene evolution is made by comparing the ratio
of nonsynonymous nucleotide substitution by the ratio of synonymous substitutions. Values greater than
one (1) means that the gene has gone through changes that made the organism more adapted to the
environment. The phylogenetic trees were obtained by maximum likelihood and the synonymous and
nonsynonymous substitution rates were analyzed by the parsimony method. The results point out that
probably the gene suffered an adaptive evolution in the Ruminantia group, Bos Taurus and Ovis aries,
after these species diverged from their common ancestral. In the other species, the gene seems to be
evolved in a conservative way.
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INTRODUCAO

Genes que desempenham algum tipo de papel
importante sobre caracteristicas que influenciem
na sobrevivéncia do animal, ou genes que
otimizem a eficiéncia de uso de energia, de
maneira que o saldo de energia disponivel para a
reproducdo seja maior, sdo mais provaveis de

Recebido em 16 de outubro de 2006

Aceito em 13 de dezembro de 2007

Autor para correspondéncia (Corresponding author)
E-mail: sfacioni@ufv.br

terem sido submetidos a pressdo de selegdo
positiva durante a sua histéria evolutiva. Um
método comum para se detectar a evolugdo de
um gene ¢ por meio da comparagdo da taxa de
substitui¢ao de nucleotideos nao-sindnima (Ka)
pela taxa de substitui¢do sinonima (Ks) entre as
espécies. Muitos métodos estdo disponiveis para
calcular a razdo Ka/Ks, desde o simples método
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de Nei e Gojobori (1986) até o
computacionalmente mais intensivo e altamente
parametrizado de maxima verossimilhanga de
Yang e Nielsen (2000). O método PBL de
Pamilo, Bianchi e Li citado por Liberles et al.
(2001), um dos mais populares e¢ de bom
desempenho, foi modificado por Benner et al.
(1998) e chamado de PBLSB, usando
implementagdo de reconstrugdes de seqiiéncias
ancestrais. Essa modificagdo permitiu a
comparagdo de taxas de Ka/Ks ao longo dos
ramos de uma arvore filogenética ao invés de
comparagao simples das seqiiéncias par a par
(Liberles et al., 2001).

A massa muscular animal ¢ uma caracteristica
importante para a sobrevivéncia do animal e, por
isso, modificagdes que ocorram nos genes
envolvidos na miogénese podem oferecer aos
animais melhor eficiéncia na utilizacdo desse
tecido (Tellgren et al., 2004).

O processo de miogénese pode ser dividido em
duas fases: determinacdo e diferenciagdo. A
determinagdo ¢ o evento em que as células
pluripotentes que estdo se multiplicando sdo
mobilizadas para o processo miogénico,
transformando-se em mioblastos. A
diferenciacdo ocorre quando os genes dos
miotubulos iniciam sua expressdo musculo-
especifica, entdo os mioblastos param de se
multiplicar, e as fibras musculares passam a
crescer quase que somente em volume (Coutinho
et al., 1999). A miogenina tem papel importante
durante a miogénese, pois sua expressao marca o
inicio da diferenciagdo, conseqiientemente,
quando se expressa a miogenina, as fibras
musculares desenvolvem-se a partir  dos
mioblastos previamente formados.

Os objetivos desse trabalho foram estudar a
evolucdo do gene da miogenina dentro das
algumas espécies de animais domésticos que
possuem o gene seqiienciado e verificar se o
gene sofreu pressdo de selecdo positiva em
algum periodo, durante a evolugdo das espécies.

MATERIAL E METODOS
As seqiiéncias do gene da miogenina das

espécies usadas para as analises filogenéticas
foram obtidas do Genbank', sendo os niimeros de

'Genbank — http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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acesso para cada espécie escolhidos com base na
qualidade das informagdes depositadas.

No caso de Ovis aries, apenas um
seqiienciamento havia sido depositado, e este ndo
estava completo, ndo contendo o inicio e o final
do gene. Na analise, também foi considerada a
espécie Sus scrofa, usando uma seqiiéncia
consenso, obtida a partir do seqiienciamento de
todo o gene da miogenina em ragas comerciais €
na raga nativa brasileira Piau. As espécies ¢ o
nimero de acessos analisados estdo listados na
Tab. 1.

As analises foram feitas considerando as
seqiiéncias (caracteres) do fragmento que se
refere a regido do mRNA maduro a ser
traduzido, ou seja, a unido do éxon 1, do éxon 2 e
do éxon 3. Foram comparados, separadamente,
os fragmentos que compdem o dominio basico e
o dominio helix-loop-helix (HLH), que sao os
dois dominios funcionais encontrados no éxon 1.

As regides estudadas obtidas do Genbank foram
editadas a partir do programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST); Altschul et al.
(1997), usando como referéncia as seqiiéncias
obtidas no seqiienciamento da unidade
toxondmica operacional (OTU) Sus scrofa. O
tamanho dos dominios basico e HLH foi também
obtido no Genbank. As seqiiéncias dos
fragmentos de todas as OTUs foram alinhadas
com o programa Clustal X (Thompson et al.,
1997).

Os alinhamentos foram analisados utilizando-se
o programa Model Test 3.5, desenvolvido por
Posada e Crandall (1998), que usa a razdo de
maxima verossimilhanga para determinar, com
base nas caracteristicas dos seqiienciamentos
alinhados, quais parametros serdo usados na
construgdo da arvore filogenética e as estimativas
de tais parametros.

O modelo usado para a construgdo da arvore
filogenética deve ser capaz de incorporar
heterogeneidade nas taxas de substituigdo
nucleotidica ao longo dos sitios, pois, segundo
Uzzel e Corbin (1971), nem todos os sitios
evoluem na mesma taxa de substitui¢do, como,
por exemplo, aqueles sob forte restricao seletiva.
A distribui¢do mais usada para modelagem ¢
chamada de funcao gama.
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Tabela 1. Espécies com seqiiéncias depositadas no Genbank do gene da miogenina e que foram usadas
para comparagdo com as seqiiéncias consenso obtidas da raga nativa de suino Piau e de ragas comerciais

de Sus scrofa

Espécie Nome vulgar Origem Nuimero de acesso
Homo sapiens Humano Gendmico AF050501
Mus. musculus Camundongo Gendmico M95800
Rattus norvegicus Rato mRNA M24393
Ovis aries Ovino mRNA AF433651
Bos taurus Bovino mRNA AB110600
Gallus gallus Galinha mRNA D90157
Meleagris gallopavo Peru mRNA AY560111

Para a constru¢do das arvores filogenéticas, foi
utilizado o programa PAUP 4.0 beta 1.0
(Swofford, 1999), usando os arquivos criados
pelo alinhamento com o Clustal X. A topologia
das arvores foi construida empregando o método
de maxima verossimilhanca, com os modelos
evolutivos selecionados e os parametros
estimados com a utilizagdo do programa Model
Test 3.5. Para cada um dos fragmentos
estudados, foi escolhido um modelo evolutivo de
maxima verossimilhanga, baseado nas
caracteristicas das seqiiéncias de nucleotideos
desses fragmentos. As arvores foram enraizadas
usando o grupo externo de Gallus gallus e
Meleagris gallopavo.

O célculo da taxa Ka/Ks foi realizado
empregando o método PBLSB (Benner et al.,
1998), segundo as formulas:
Ka=(L2*B2+L0*K0)/(2*L2/3+L0)e
Ks= (L2 * A2+ L4 * A4)/ (L2 + L4) + B4, em
que:

Ka = taxa de transi¢do ndo-sinénima; Ks = taxa
de transi¢do sindénima; LO = sitio nao
degenerado; L2 = sitio duas vezes degenerado;
L4 = sitio quatro vezes degenerado,
respectivamente; Ki = Ai + Bi; Ai e Bi = taxa de
transi¢do e transversdo para o i-ésimo tipo de
sitio, respectivamente (i = 0, ndo degenerado; 2,
duas vezes degenerado; e 4, quatro vezes
degenerado).

As seqiiéncias dos fragmentos analisados,
alinhadas pelo Clustal X, foram usadas para a
reconstrucdo dos estados ancestrais. Como o
algoritmo trabalha com codons, foi realizado um
ajuste em que todo codon, no qual houvesse um
gap (espaco), fosse preenchido por gaps nas
seqiiéncias alinhadas.

Esse procedimento deve ser tomado porque o
algoritmo que estima Ka/Ks, da maneira que ¢
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implementado na ferramenta do calculo, ndo lida
com frameshifts (mudangas na fase de leitura do
gene), pois com muita freqiiéncia tais frameshifts
sdo apenas erros no arquivo de entrada. O
programa  simplesmente ndo leva em
consideracdo tais casos diretamente, pois as
seqiiéncias com frameshift terdo uma taxa muito
alta de substituigdes ndo-sinénimas e irdo,
provavelmente, gerar um alto valor de Ka/Ks, se
a porgdo que sofreu frameshift for de
comprimento significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés conjuntos de dados, um com base na
seqiiéncia completa que codifica 0 mRNA do
gene e outros dois, baseados nas seqiiéncias que
codificam os dominios funcionais HLH e basico,
presentes no éxon 1, foram usados para gerar trés
arvores filogenéticas por meio de maxima
verossimilhanga para estas seqiiéncias. Procedeu-
se a andlise dos dominios basico e HLH,
separadamente, em razdo de o primeiro ser o
residuo da proteina responsavel pela interagdo
com o DNA, e o segundo ser a ligacao entre os
mondmeros de bHLH para formarem dimeros
funcionais. H4 grande chance de que as
alteracdes nesses fragmentos possam levar a
modificacdo na eficiéncia do funcionamento da
proteina.

Essa analise diferenciada ¢ aconselhada quando
ha informagdes prévias que permitam
hierarquizar os sitios em classes, em que se
esperam existir diferentes pressoes seletivas e,
dessa maneira, diferentes taxas Ka/Ks (Yang e
Nielsen, 2002).

Na Fig. 1 esta representado o alinhamento das
seqiiéncias do dominio HLH, wusado na
construgdo da arvore génica desse fragmento do
gene da miogenina.
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Figura 1. Alinhamento dos fragmentos das OTUs referente ao dominio helix-loop-helix do gene da miogenina.

Com o alinhamento das seqiiéncias, podem-se
avaliar quais parametros devem ser considerados
na construcdo da arvore filogenética para cada
fragmento. Os parametros para cada fragmento
estudado foram estimados utilizando-se o
programa Model Test 3.5, permitindo selecionar
os seguintes modelos: para o fragmento de
mRNA, o modelo evolutivo que melhor
descreveu a heterogeneidade nas taxas de
substituicdo dos caracteres foi o HKY85 + G,
considerando que os sitios de substituicdo
possuem distribuicdo gama, que a freqiiéncia dos
quatro nucleotideos nem sempre ¢ similar e que
substitui¢des do tipo transi¢do ocorrem mais
freqiientemente que as do tipo transversdo; para
os fragmentos dominio basico e dominio HLH, o
modelo selecionado foi o K80+G, considerando
que as substituicdes do tipo transicdo sdo mais
freqiientes que as do tipo transversdo e que 0s
sitios de substituicdo apresentam distribuigdo
gama.

Normalmente, 0s evolucionistas estdo
interessados na arvore filogenética que
representa a historia evolutiva de um grupo de
espécies. Entretanto, quando a 4rvore ¢
construida apenas com um gene, ela pode ndo
representar estritamente a historia evolutiva da
espécie, mas sim a do gene, chamada de arvore
génica. Nesse caso, todas as trés arvores
mostraram exatamente a mesma topologia, como
pode ser observado nas Fig. 2, 3 e 4, com o
grupo externo formado pelas OTUs, G. gallus e
M. gallopavo, como foi pré-estabelecido.
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Como pode ser observado na arvore génica, as
OTUs mais proximamente relacionadas sdo B.
taurus ¢ O. aries, formando o grupo monofilético
Ruminantia, e M. musculus e R. norvegicus,
formando o grupo monofilético Rodentia. Essa
arvore génica nio representa a historia evolutiva
das espécies, pois apresenta a OTU S. scofa
formando um grupo monofilético com Rodentia.
A arvore filogenética, representando a historia
evolutiva contendo essas OTUs, apresentaria o S.
scrofa ¢ Ruminantia formando um grupo
monofilético chamado Artiodactila.

Com a arvore génica pronta, a evolucdo das
seqiiencias foi analisada para o gene da
miogenina, a partir do método PBLSB (Benner et
al., 1998), para a reconstru¢do dos estados dos
caracteres ancestrais, juntamente com um
método para contagem de sitios de substitui¢des
sindénimas e ndo-sindnimas.

Nas Tab. 2, 3 e 4 sdo mostrados os valores de
Ka, Ks e da razdo Ka/Ks obtidos nos ramos das
arvores filogenéticas para cada fragmento
estudado. Os nds e os ramos pertencentes a cada

valor das tabelas podem ser visualizados,
respectivamente, nas Fig. 2, 3 e 4.
Primeiramente, pode-se notar o nivel de

conservagdo que o gene apresenta, ¢ em todos os
fragmentos estudados parece estar sob pressdo de
selecdo positiva o ramo que leva a espécie O.
aries (Tab. 2, 3 e 4 e Fig. 2, 3, e 4), exatamente a
OTU que ndo apresentava a seqiiéncia completa.
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Tabela 2. Valores de Ka, Ks e da razdo Ka/Ks obtidos nos ramos das arvores filogenéticas para o mRNA

relativo ao gene Miogenina usando o método PBLSB

N6 Ka/Ks Ka Ks Ka/Ks Ka Ks

Ramo 1 Ramo 1 Ramo 1 Ramo 2 Ramo 2 Ramo 2

1 0.1052 0.01015025 0.09646506 0.0384 0.00307205 0.08004372

2 0.0885 0.00484168 0.05467663 0.0400 0.00240048 0.06003965

3 0.2392 0.02067250 0.08641126 0.0928 0.01570585 0.1692

4 0.3760 0.00705164 0.01875603 2.4225 0.00924781 0.00381746

5 0.0879 0.00617008 0.07015750 0.1227 0.01910650 0.1558

6 0.0278 0.00152629 0.05477886 0.0472 0.00308533 0.06530037

7 0.2903 0.08160571 0.2811 0.2632 0.08131889 0.3090

Ka: taxa de substitui¢do de nucleotideos ndo-sinénima; Ks: taxa de substitui¢do de nucleotideos sindnima.

Tabela 3. Valores de Ka, Ks e da razdo Ka/Ks obtidos nos ramos das arvores filogenéticas para o dominio

basico do gene miogenina, usando o método PBLSB

N6 Ka/Ks Ka Ks Ka/Ks Ka Ks

Ramo 1 Ramo 1 Ramo 1 Ramo 2 Ramo 2 Ramo 2

1 0.1774 0.01652436 0.09313600 0.0406 0.00326147 0.08022156

2 0.1580 0.01333468 0.08442249 1.6893 0.04816520 0.02851270

3 0 0 0.07093849 0 0 0.05880237

4 0.2294 0.02053143 0.08950461 0.0642 0.01327832 0.2069

5 0.1252 0.02356013 0.1882 0.0966 0.00728430 0.07538421

6 0.0821 0.00228048 0.02775772 0.0445 0.00596850 0.1340

7 0.3710 0.1212 0.3266 0.2964 0.1150 0.3881

Ka: igual ao rodapé da Tabela 2; Ks: igual Tabela 2.

Tabela 4. Valores de Ka, Ks e da razdo Ka/Ks obtidos nos ramos das arvores filogenéticas para o dominio Aelix-loop-

helix do gene miogenina, usando o método PBLSB

N6 Ka/Ks Ka Ks Ka/Ks Ka Ks
Ramo 1 Ramo 1 Ramo 1 Ramo 2 Ramo 2 Ramo 2
1 0 0 0.04964189 0 0 0.04615687
2 13.1587 0.01315865 le-10 19.5704 0.01957043 le-10
3 0 0 0.04316219 0 0 0.04171847
4 0 0 0.05220140 0 0 0.1122
5 0 0 0.1290 0 0 0.08913918
6 0 0 0.01018294 0 0 0.02436319
7 0.2073 0.02177887 0.1051 0.2577 0.02197000 0.08523881
Ka: taxa de substitui¢do de nucleotideos ndo-sinénima; Ks: taxa de substitui¢do de nucleotideos sinénima.
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Figura 2. Arvore génica do fragmento relativo ao mRNA
do gene da miogenina e taxas de substituicdo de
nucleotideos ndo-sindnima e sindnima, obtidas pelo
método PBLSB. As arvores foram geradas pelo método
de méaxima verossimilhanga.
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Figura 3. Arvore génica do fragmento relativo ao
dominio basico do gene da miogenina e taxas de
substitui¢do de nucleotideos ndo-sindnima e sinénima,
obtidas pelo método PBLSB. As arvores foram geradas
pelo método de maxima verossimilhanga.
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Figura 4. Arvore génica do fragmento relativo ao
dominio Aelix-loop-helix do gene da miogenina e taxas
de substituicdo de nucleotideos nao-sinénima e
sindnima, obtidas pelo método PBLSB. As arvores
foram  geradas pelo método de maxima
verossimilhanga.

No fragmento referente ao mRNA, todos os
ramos, a ndo ser os do grupo Ruminantia (ramos
do n6 4, Tab. 2), apresentaram um valor de
Ka/Ks menor que 0,3, ¢ a grande maioria
menores que 0,1. Isso indica que a proteina
gerada pelo gene da miogenina, selecionada por
milhdes de anos, atingiu sua func¢do otimizada
previamente a divergéncia do grupo interno e do
grupo externo. Isso implica uma pressdo de
selecdo negativa ou evolugdo conservativa, em a
que maioria das mutagdes ndo-sindnimas era
prejudicial & adaptacdo das espécies. Dentro do
grupo Ruminantia, o ramo que leva a OTU Bos
taurus, o valor foi de 0,37 (ramo 1 do no 4, Tab.
2) e no que leva a Ovis aries, de 2,42 (ramo 2 do
no 4, Tab. 2).
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A mesma conclusdo pode ser tirada para os
outros dois fragmentos. Com relagdo ao dominio
basico, novamente o ramo que leva a OTU O.
aries se mostrou sob pressao de sele¢do positiva,
cujo valor da razdo Ka/Ks foi de 1,68 (ramo 2 do
n6é 2, Tab 3). No dominio HLH, a selegdo
apresentou-se muito mais conservativa, € quase
todos os ramos apresentaram razdo Ka/Ks igual a
zero, com excecdo dos ramos que levam as
OTUs O. aries e B.taurus, que apresentaram
razbes elevadas de 13,15 e 19,57,
respectivamente (Tab 3). Tais taxas indicam que
as espécies analisadas do grupo Ruminantia
estiveram sob grande pressdo de seleg@o positiva.

A quantidade de informacdes relativas ao gene
da miogenina ainda ¢ muito escassa em banco de
dados, como o Genbank, com poucas espécies
com o gene seqiienciado. Isso prejudica a
realizacdo de um delineamento metodoldgico
mais desejavel, que inclua outras racas de suinos
selvagens ou parentes proximos, como o javali.
Espécies com informag¢des muito distantes umas
das outras podem gerar uma perda na qualidade
da reconstrugdo dos estados ancestrais,
especialmente quando o tamanho do ramo sob
estudo aumenta, pois isso leva a diluicdo de um
episddio de adaptacdo positiva (Ka/Ks > 1), com
episddios de evolugdo conservativa.

Apesar da distancia entre as OTUs, ¢ importante
ressaltar que a evolugdo do gene da miogenina
ocorre em uma dindmica diferente da evolugao
das espécies. A maneira conservativa que o gene
evolui faz com que as espécies acabem sendo
proximamente relacionadas quando se considera
a seqiiéncia de nucleotideos do gene da
miogenina, ou seja, os caracteres que forneceram
as informagdes para a construgdo das arvores
génicas. Além disso, métodos baseados em
parcimdnia podem superar os métodos baseados
em maxima verossimilhanca na analise de
seqiiéncias proximamente relacionadas e sdo
conhecidos por subestimar a quantidade de
substituicdes em comparagdes mais
distantemente relacionadas (Yang e Nielsen,
2002).

Esses resultados devem ser testados e
confirmados com outros testes, pois a
reconstrucdo das seqiiéncias de ancestrais nem
sempre ¢ acurada, até mesmo quando sdo
empregados critérios de maxima parcimonia, que
usem delinecamento mais apropriado para esse
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tipo de estudo e que permitam analisar com mais
precisdo a historia evolutiva do gene da
miogenina.

Com exce¢do do ramo que leva ao grupo
Ruminantia, o gene da miogenina evolui sob
selecdo conservativa pelo menos desde a
divergéncia dos mamiferos das aves. Sobre a
evolugdo do gene no ramo que leva as espécies
O. aries e B. taurus, o gene sofreu polimorfismos
no dominio HLH, que possivelmente
promoveram maior adaptabilidade desses
organismos a seus ambientes. Os resultados
constatam que ¢ pequena a possibilidade de
encontrar variantes no gene da miogenina para
usa-lo em programas de melhoramento de suinos
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