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RESUMO

Apesar  de estudos moleculares  importantes  terem sido realizados com os 

genes que conferem resistência a múltiplas drogas (multidrug-resistance genes - 

MDRs)  a  trajetória  evolutiva  destes  genes  ainda  não  é  totalmente  conhecida. 

Existem  questões  importantes  que  precisam  de  resposta,  como  por  exemplo: 

quando e como os MRDs surgiram nos fungos? Como o evento de duplicação de 

genoma completo impacta a evolução de resistência a novas drogas? Este trabalho 

apresenta evidências de que: (i) Os MDRs possuem frequência de mutação e mais 

interações genéticas e proteína-proteína (GIs e PPIs, respectivamente) que os não 

MDRs; (ii) Os MDRs duplicados (dMDRs) possuem o mesmo número de GIs e PPIs 

que os MDRs únicos (sMDRs). A frequência de mutação é maior nos dMDRs do que 

nos  sMDRs,  indicando  maior  robustez  contra  mutações  no  primeiro  grupo, 

provavelmente  devido  a  redundância  genética.  A maioria  dos  dMDRs  (59,18%) 

precedem o  surgimento  dos  fungos  enquanto  que  somente  35,58% dos  sMDRs 

surgiram antes  do  mesmo filo.  Uma porção  significante  dos  sMDRs (32,88%)  é 

ancestral  ao  surgimento  do  clado  das  Saccharomyces  enquanto  que  somente 

10,34%  dos  dMDRs  surgiram  nesse  mesmo  ancestral; (iii)  Os  parálogos  de 

duplicação completa do genoma (WGD) dos MDRs possuem muito menos GIs e 

PPIs que seus respectivos MDRs-WGD. A mediana da taxa de mutação por gene 

também é maior  nos parálogos WGD do que nos MDRs-WGD. Estes resultados 

sugerem  que  os  parálogos  WGD  estão  perdendo  função  ou  sofrendo  rápida 

divergência funcional; (iv) Entretanto, os parálogos de pequena escala de duplicação 

(SSD)  dos  MDRs  possuem  um  pouco  mais  de  GIs  e  menos  PPIs  que  seus 

respectivos MDRs. A mediana da frequência de mutação é maior nos MDRs-SSD do 

que nos seus parálogos SSD, sugerindo que genes deste último grupo são mais 

propensos a evoluir novas funções relacionadas à resistência a drogas. 
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ABSTRACT

In spite of the important molecular studies on the genes that confer multiple 

drugs resistance (multidrug-resistance genes – MDRs) the evolutionary trajectories 

of  these  genes  are  still  unknown.  There  are  important  questions  that  remain 

unanswered, for example: how and when did MDRs emerge in fungi? Does gene 

duplication impact the evolution of resistance of new drugs? In this work we show 

that: (I) MDRs have higher mutation frequency and more, genetic and protein-protein 

interactions  (GIs  and  PPIs,  respectively)  than  non-MDRs.  (ii)  Duplicate  MDRs 

(dMDRs) have same number of GIs and PPIs than singleton MDRs (sMDRs). The 

mutation frequency is greater on dMDRs than on sMDRs, suggesting that the first 

group has more mutational  robustness,  probably due to  genetic redundancy.  The 

majority of dMDRs (59.18%) predate the emergence of fungi, while only 35.58% of 

sMDRs emerged before same phylum. A significant portion of sMDRs (32.88%) is 

ancestral  to  emergence of  Saccharomyces  clade while  solely 10.34% of  dMDRs 

emerged in this same ancestral. (iii) The paralogs from whole genome duplication 

(WGD) of MDRs have much less GIs and PPIs then its respective MDRs-WGD. The 

mutation ratio median by gene is also greater on WGDs paralogs than its MDRs-

WGD. These findings suggest that WGD paralogs are losing functions or undergoing 

rapid  functionally divergence:  (iv)  Nevertheless  the  small  scale  duplication  (SSD) 

paralogs  from the MDRs have slightly more GIs and less PPIs than its respective 

MDRs-SSD. Mutation frequency median is greater in MDRs-SSD than in its SSD 

paralogs,  suggesting  that  the  last  group  is  more  likely  to  evolve  novel  functions 

related to drug resistance. 
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ABREVIAÇÕES

CPnet – Rede de fenótipos químicos (chemical-phenotype network)

dMDRs – MDRs (vide abaixo) duplicados

GIs – Interações genéticas (genetic interactions) 

MDRs –  Genes que conferem resitência  a múltiplas-drogas (multidrug-resistance 

genes)  

MDRs-SSD – MDRs de pequena escala de duplicação do genoma

MDRs-WGD – MDRs de duplicação completa do genoma

PARs-SSD – Parálogos SSD de MDRs-SSD

PARs-WGD - Parálogos WGD de MDRs-WGD

PPIs – Interações proteína-proteínas (protein-protein interactions)

sMDRs – MDRs únicos (single MDRs)

SSD – Pequena escala de duplicação (small-scale duplication)

WGD – Duplicação completa do genoma (whole-genome duplication)
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GLOSSÁRIO

Arquitetura  de  domínio  diferente  –  Ocorre  quando  proteínas  duplicadas 

(parálogas) possuem domínios protéicos em posições ou quantidades diferentes em 

uma das cópias. 

BLASTClust –  Programa autônomo dentro do pacote BLAST usado para agrupar 

sequências de nucleotídeos ou proteínas para obtenção de grupo de sequências não 

redundantes.

BLASTP  –  Basic  Local  Alignment  Search  Tool  Protein  é  um  algoritmo  para 

comparação  de  sequências  de  proteínas,  que  permite  comparar  uma  sequência 

específica  com  um  banco  de  dados  de  sequências  de  proteínas  e  identificar 

sequências da biblioteca que se assemelham a sequência em questão a partir de um 

limiar. 

Bit score – Valor normalizado expresso em bits que permite estimar a magnitude do 

espaço de pesquisa. Ele informa a qualidade do alinhamento, quanto mais allto o 

valor melhor é o alinhamento.

 

E-value  –  O  valor  esperado  (E-value)  representa  o  número  de  diferentes 

alinhamentos com pontuação equivalente ou melhor que um alinhamento esperado 

ocorrer em uma pesquisa de banco de dados ao acaso. Quanto menor o E-value 

mais significante é a pontuação e o alinhamento.

HMMER – O HMMER é um software utilizado para pesquisar sequências em bancos 

de  dados  de  sequências  de  proteínas  homólogas  e  para  fazer  alinhamento  de 

sequências.  O  método  utiliza  modelos  probabilísticos  chamados  profile  hidden 

Markov models.

Hubs – Termo utilizado para os genes mais conectados de uma rede.

MCL – O Markov Cluster Algorithm é um algoritmo que permite agrupar sequências 

similares de proteínas em famílias protéicas.
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Mediana  da  fixação  da  mutação  -  Mediana  da  frequência  de  mutação  de  um 

conjunto de genes na última geração da população em estudo.

Mediana da frequência de mutação -  Mediana da frequência de mutação de um 

conjunto de genes em cada geração da população em estudo.

Mediana da taxa de mutação –  Mediana da taxa de mutação de um conjunto de 

genes.

Pfam – O banco de dados Pfam é uma grande coleção de famílias protéicas, cada 

uma  representada  por  múltiplos  alinhamentos  de  sequências  e  hidden  Markov 

models.
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1- Introdução

1.1- Fungos patogênicos e Saccharomyces cerevisiae

Os fungos constituem  um  grande  grupo  monofilético  de  eucariotos, 

caracterizados por  crescimento osmotrófico, no qual enzimas são secretadas para 

converter polissacarídeos e proteínas em carboidratos mais simples e aminoácidos, 

que são  internalizados  e  utilizados  no crescimento. Existem duas formas 

morfologicamente distintas de  fungos: levedura unicelular (a qual cresce por 

brotamento ou fissão  simples) e fungo filamentoso,  que produz hifas que se 

agregam para formar uma rede chamada micélio. A  natureza  osmotrófica  é 

extremamente eficiente na colonização de diversos habitats, fazendo dos fungos os 

principais decompositores de biomassa existentes (de Boer et al., 2005).

Existem aproximadamente 1,5 milhões de espécies de fungos  conhecidas, 

sendo sua vasta maioria de natureza não-patogênca e saprofítica. Algumas espécies 

no  entanto  causam  doenças em animais, como por  exemplo  Batrachochytrium 

dendrobatidis, que infecta diversos anfíbios (Pounds et al., 2006). Há ainda espécies 

de fungos fitopatogênicos produtores de micotoxinas, que devastam plantações e 

trazem grandes prejuízos para agricultura (ex: Fusarium spp) (Egan e Talbot, 2008). 

Doenças fúngicas humanas se tornaram um problema sério a partir do século XX, 

devido ao aumento: da eficiência do tratamento de infecções bacterianas; do número 

de pacientes imunodeficientes;  e  do uso de dispositivos médicos de longa 

permanência (Butler, 2010). A maioria dos fungos patogênicos humanos pertencem 

aos filos Ascomycota e Basidiomycota (Figura 1),  dentre  eles  Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus (Butler, 2010).

Pertencente ao sub-filo Saccharomycotina, Saccharomyces cerevisiae é um 

excelente organismo modelo e devido ao fato de ter sofrido uma duplicação integral 

do genoma (Kellis et al. 2004; Wolfe e Shields, 1997), essa levedura  vem sendo um 

dos principais organismos utilizados em estudos sobre duplicação gênica. Além do 

fácil cultivo e facilidade de transformação, vale ainda ressaltar a existência de 

bibliotecas de mutantes individuais para praticamente todos os genes preditos no 

genoma (Giaever et al., 2002; Winzeler et al., 1999), possibilitando a experimentação 

em escala  genômica de forma eficiente.  Atualmente  existem quatro  coleções de 
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mutantes  de  S. cerevisiae:  uma diploide homozigota para genes não essenciais, 

uma diploide heterozigota que contém tanto genes essenciais quanto não essenciais 

e duas haploides derivadas uma de cada coleção diploide (Scherens e Goffeau, 

2004). Estas bibliotecas já foram utilizadas para definir o conjunto de genes 

essenciais para o crescimento em meio de cultura rico (Giaver  et al., 2002), bem 

como sob diversas condições de estresse ambiental e químico (Hillenmeyer  et al., 

2008; Parsons et al., 2006).
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Figura 1:  Filogenia dos fungos. A filogenia por maximum-likelihood mostra 42 fungos  
com  genomas  completamente  sequenciados.  Fungos  fitopatogênicos  estão  em  azul  e  
patógenos humanos estão em vermelho. A porcentagem do Bootstrap para cada nó está  
representada na basa de cada ramo. Fonte: Butler, 2010. 



1.2- Quimiogenética e quimiogenômica

Em geral, o perfil de sensibilidade química das cepas de S. cerevisiae 

mutantes pode ser estudado usando abordagens  de “chemical genetics”  ou 

quimiogenética. Atualmente  as  três  principais  metodologias  são:  (1) linhagens 

mutantes cultivadas individualmente (ensaio não competitivo) em microplacas em 

meio de cultura líquido tendo  sua  taxa de crescimento  monitorada  por 

espectrofotometria. As curvas de crescimento na presença e ausência de um dado 

composto bioativo são  comparadas  para  avaliar  a  sensibilidade  do  mutante  ao 

composto (Warringer et al., 2003; Engler et al., 1999) (Figura 2 A); (2) na segunda 

abordagem cada cepa tem um barcode no local do gene deletado, que identifica a 

cepa  e  permite  o  cultivo  de  toda  a  biblioteca  no  mesmo  recipiente  (ensaio 

competitivo) (i.e. in batch). A biblioteca é então cultivada na presença e ausência de 

um  dado  composto  químico  e  as  curvas  de  crescimento  estimadas  a  partir  da 

utilização de um microarray que quantifica cada barcode (Ooi et al., 2003). Caso um 

determinado  barcode apresente-se  mais  abundante  na  ausência  de  uma 

determinada droga, infere-se que o gene deletado está associado com a tolerância 

ou  sobrevivência  à  substância  em  questão  (Figura  2  B); (3) a terceira técnica 

compreende  o  crescimento  de  cepas  com genes deletados arranjadas em meio 

sólido na presença e na ausência do composto de interesse (Parsons et al., 2004; 

Davis-Kaplan  et al.,  2004). A taxa de crescimento das colônias é estimada  pelo 

tamanho da colônia comparado  relativo  ao controle  (Figura  2  D). Apesar  das 

vantagens e limitações de cada técnica, o uso de barcodes é atualmente o que se 

tem de melhor,  compreendendo o estado da arte  em quimiogenética (Lee  et  al., 

2014).
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1.3- Análise integrativa dos dados de quimiogenética e MDRs

Utilizando os dados dos experimentos de quimiogenética, Venancio et al. 

(2010) realizou uma análise integrativa da exposição de mutantes a agentes 

químicos, onde  foram coletados dados de 34 publicações, que foram usados para 

montar uma rede conectando genes e agentes químicos, que foi chamada chemical-

phenotype  network (Cpnet).  Análises da topologia desta rede revelaram diversos 

mecanismos envolvidos na tolerância natural contra uma gama de substâncias de 

diferentes  características  físico-químicas (Venancio  et  al.,  2010).  Verificou-se 

inclusive que genes parálogos podem estar envolvidos na tolerância a substâncias 

totalmente diferentes e que substâncias com um mesmo mecanismo de ação (e.g. 

15

Figura 2: Representação esquemática de experimentos de chemical genetics. O crescimento  
de células mutantes de um dado gene é comparado na presença e ausência de um composto  
químico em meio líquido, podendo o crescimento ser não-competitivo (A) ou competitivo (B).  
O crescimento de células mutantes do gene em questão também pode ser comparado com o  
crescimento das células selvagens ambos na presença do composto químico em meio sólido  
(C).  Os resultados podem ser representados como um heatmap (figura superior) ou rede  
(figura  inferior).  Em  vermelho  (heatmap)  e  em  azul  (rede)  estão  os  genes  que  quando  
mutados e na presença do composto x ou y em rosa (heatmap, rede) reduziram o crescimento  
da S. cerevisiae e em preto (heatmap) os genes mutados que não interferiram no crescimento  
da levedura na presença dos compostos. (D). Os painéis acima do quadro D representam: a  
esquerda três genes duplicados,  o par de gene central  sofreu deleção homozigótica; e a  
direita  três  genes  duplicados,  o  par  de  gene  central  uma deleção heterozigótica. Fonte:  
Adaptado de Kapitzky et al., 2010.    
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dano ao DNA) nem sempre são detoxificadas pela mesma via metabólica (Venancio 

et al., 2010). 

Uma das principais análises feitas em redes biológicas é a identificação dos 

genes mais conectados (i.e. hubs). Foram identificados 517 hubs na Cpnet, sendo 

estes  genes necessários ao crescimento na presença de vários compostos 

químicos. Estes hubs foram então chamados “multidrug resistance genes” (MDRs). 

Entre os MDRs são encontrados transportadores  de  membrana, fatores de 

transcrição e proteínas envolvidas no tráfico endossomal  (Venancio  et  al.,  2010; 

Hillenmeyer  et al., 2008). Os MDRs tendem a ser capacitores fenotípicos –  genes 

que quando afetados resultam na perda de  robustez da morfologia celular  contra 

modificações genéticas e ambientais (Venancio  et al., 2010; Levy e Siegal, 2008). 

Além disso, MDRs tipicamente não possuem TATA-box em suas regiões promotoras, 

sendo  preferencialmente  regulados  por  TFIID,  constituídos  de  fatores  que  estão 

associados com expressão constitutiva e com pouco ruído (Basehoar et al., 2004).

1.4- Evolução Genômica

As  relações  de  homologia  entre  genes,  são  tipicamente  definidas  em: 

ortólogos, que são genes em espécies diferentes que surgem a partir de um único 

gene do ancestral comum da espécie por um processo de especiação; e parálogos 

que são genes na mesma espécie que surgiram a partir de um gene no ancestral da 

espécie por um processo de duplicação (Figura 3) (Searls, 2008). A  identificação 

dos  ortólogos  é  indispensável  para  a  reconstrução  evolutiva  dos  genomas  das 

espécies  (Gabaldón  e  Koonin,  2013). Parálogos  são  creditados  como  sendo  a 

principal fonte de de diversidade funcional  e consequentemente possuem grande 

importância em processos adaptativos (Fares  et al.,  2013).  Os genes podem ser 

duplicados de duas maneiras: a partir de duplicação completa do genoma (WGD) 

e/ou duplicação por pequena escala (SSD).  A origem dos genes duplicados (WGD 

ou SSD) possui papel chave no destino do gene (Lynch  et al., 2001). Estudos de 

genética  populacional  indicam que a  maioria  dos  genes  duplicados retornam ao 

status inicial de gene único após a duplicação, pois uma cópia acumulará mutações 

deletérias até a sua completa erosão (Conant e Wolfe, 2008; Lynch et al., 2001). Os 

genes permanecerão no genoma se: (i) a duplicação do gene favorecer o organismo 
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com  robustez  mutacional  (Gu  et  al.,  2003);  (ii)  existir  seleção  positiva  para  o 

aumento  da  dosagem  do  gene  (Conant  e  Wolfe,  2008);  (iii)  genes  duplicados 

compartilharem as funções do gene ancestral (Force  et al., 1999); (iv) surgir uma 

função completamente diferente e útil em uma das cópias (He e Zhang, 2005); (v) ou 

se as cópias divergirem no seu perfil de expressão (Gu et al., 2002).

Venancio  et  al.  (2010)  também  analisaram  o  destino  de  alguns  MDRs 

parálogos,  por  exemplo,  Ypt31  confere  tolerância  a  39  compostos  químicos, 

enquanto  o  seu  parálogo  Ypt32  está  ligado  a  apenas  um  composto  químico. 

Evidências como estas sugerem fortemente a divergência funcional entre parálogos 

recentes (Fares et al., 2013).  
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Figura 3: Principais diferenças entre ortólogos e parálogos. Ortólogos são genes  
em espécies diferentes que surgem a partir de um único gene do ancestral comum  
da espécie por um processo de especiação. Parálogos são genes na mesma espécie  
que surgiram a partir  de um gene no ancestral  da espécie  por um processo de  
duplicação. Na árvore filogenética acima, o gene X sofre uma duplicação seguida  
de um evento de especiação. Logo, as duas versões dos genes estão presentes nas  
duas espécies mordenas de roedores. Xr1 e Xr2 são parálogos em ratos enquanto  
Xm1 e Xm2 são parálogos em camundongos. O gene Xh de humano possui dois  
ortólogos em cada espécie de roedores. Enquanto o Xr1 é ortólogo de Xm1 e Xr2 é  
ortólogo de Xm2. Fonte: Searls, 2008.



1.5- Divergência Funcional

O perfil das interações quimiogenéticas, genéticas, proteína-proteínas (Figura 

4) e a evolução do genoma através das gerações fornecem informações valiosas 

para  a  caracterização  funcional  de  redundância  e  divergência  entre  parálogos 

(VanderSluis et al., 2010; Zhang et al., 2005). Zhang et al. (2005) analisaram o perfil 

de interações proteína-proteínas de genes duplicados em levedura e identificaram 

uma forte correlação positiva entre o nível de conectividade dos genes ancestrais e o 

número de parceiros de interação compartilhados na rede de interações proteína-

proteínas. Recentemente, Fares et al. (2013) mostraram que genes duplicados por 

SSD e WGD possuem diferente destino após a duplicação. Através do mapa das 

interações  genéticas  e  do  resenquenciamento  de  27  genomas  de  S.  cerevisiae 

evoluídos  por  2.200  gerações  eles  demonstraram  que  parálogos  SSD  sofrem 

neofuncionalização  após  duplicação  enquanto  os  parálogos  WGD  compartilham 

funções do gene ancestral.  O estudo de Lang  et al.  (2013) revela que múltiplas 

mutações  surgem  e  se  movem  sincronicamente  através  da  população  como 

mutações  que  surgem  em  grupos.  Eles  identificaram  todos  os  genes  mutados 

através das gerações de levedura por sequenciamento completo dos genomas das 

populações. Estes resultados são importantes para elucidar se mutações nos MDRs 

são benéficas e conferem vantagens adaptativas para as populações de levedura. 

Recentemente, Wiser  et al. (2013) revelaram que a adaptação pode continuar por 

longos períodos em organismos assexuais mesmo em ambientes constantes.  
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Figura  4: Interações  genéticas  versus  interações  proteína-proteínas.  
(a)  Uma  via  celular  bifurcada  terá  redes  distintas  nos  mapas  de  
interações  genéticas  e  proteína-proteínas.  As  proteínas  A,  B,  C  e  D  
(azul)  e  as  proteínas  1,  2,  3,  e  4  (verde)  são membros de  duas vias  
funcionalmente  redundantes  e  necessárias  para  realizar  uma  função  
essencial.  As proteínas A, B e C interagem fisicamente umas com as  
outras, assim como as proteínas 1, 2 e 3. (b) O mapa de interações física  
identifica  interações  baseada  nas  interações  proteína-proteínas,  
enquanto  o  mapa de  interações  genéticas  (c)  identifica  “interações”  
baseadas  em função  sem a  necessidade  de  interação  física  entre  as  
proteínas. Fonte: Ooi et al., 2005.



2- Justificativas

Os  MDRs  estão  envolvidos  em  mecanismo  de  resistência  a  drogas 

antifúngicas,  que  atualmente  é  um  problema  agropecuário  e  de  saúde  pública 

(Pfaller, 2012). Apesar de existir estudos sobre as bases genéticas dos MDRs, sua 

história evolutiva permanece pouco compreendida. Neste projeto, propomos analisar 

a trajetória evolutiva dos MDRs em várias espécies de fungos,  visando 

essencialmente  compreender  os  fatores  que  fazem um gene ser  recrutado  para 

mecanismos  de  tolerância  a  drogas  e  como  esses  genes  são  preservados  nas 

linhagens de fungos.

3-  Objetivos

3.1- Objetivo Geral

Analisar  a  trajetória  evolutiva  de  genes  envolvidos  em  mecanismo  de 

tolerância a drogas em S. cerevisiae.

3.2- Objetivos Específicos

1. Selecionar genomas de fungos para análises evolutivas;

2. Analisar ortologia e paralogia nestes genomas agrupando os genes com base 

na similaridade das proteínas preditas;

3. Integrar estudos mais recentes de quimiogenética aos dados da CPnet;

4. Verificar a conservação dos MDRs de S. cerevisiae em outros fungos;

5. Investigar a divergência funcional dos MDRs.
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4- Metodologia

4.1- Duplicação dos parálogos WGD e SSD

Os pares de genes duplicados por WGD e SSD foram gentilmente fornecidos 

por Mario Fares (Fares et al., 2013). Os pares de parálogos foram definidos como o 

resultado do melhor  hit reciproco do BLASTP  all-against-all (E-value < 1E-5 e bit 

score > 50) (Altschul  et al.,  1997).  Os parálogos foram classificados como WGD 

resultantes  de  duplicação  completa  do  genoma que  ocorreu  na  linhagem de  S. 

cerevisiae a 100-150 milhões de anos, de acordo com a lista fornecida pelo YGOB 

(Yeast  Gene  Order  Browser,  http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/)  (Byrne  e  Wolfe,  2005). 

Todos os pares de genes resultantes do melhor hit recíproco do BLASTP all-against-

all não encontrados na lista do YGOB foram considerados pares parálogos SSD.

4.2- Dados de Quimiogenética

Os dados da CPnet foram obtidos do material suplementar de Venancio et al., 

2010 (Additional  File  1).  A CPnet foi  atualizada com nove novas publicações de 

quimiogenética (Jaime  et al.,  2012;  Peyroche  et al.  2012; Blackman  et al.,  2012; 

Hoon et al., 2011; Castro et al; 2011; Barreto et al., 2011; Uluisik et al., 2011; Alamgir 

et al., 2010; Dias  et al., 2010). Atualmente a CPnet tem 57.701 interações, 5.429 

genes e 439 compostos químicos. Apartir desta atualização foram encontrados 63 

novos MDRs em S. cerevisiae, elevando o número total para 580 MDRs.

4.3- Interações Genéticas e Proteína-Proteínas

Foram utilizadas as últimas atualizações do mapa genético funcional de  S. 

cerevisiae (Supplementary file S3 de http://drygin.ccbr.utoronto.ca/~costanzo2009/ - 

dado  acessado  em 22/05/2013)  (Costanzo  et  al.,  2010).  Este  mapa  funcional  é 

baseado  na  metodologia  de  synthetic  genetic  array  (Tong  et  al.,  2001),  na  qual 

interações genéticas são sistematicamente mapeadas pela produção de mutantes 

únicos e duplos (Tong et al., 2004). Costanzo et al., (2010) identificaram interações 

digênicas  como  aquelas  que  os  mutantes  apresentam  desvio  significante  do 

crescimento comparado ao efeito do crescimento multiplicativo dos dois mutantes 
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únicos. Defeitos de crescimento foram estimados de acordo com o tamanho das 

colônias.

As  interações  proteína-proteínas  foram  selecionadas  do  SGD 

(Saccharomyces Genome Database,  http://www.yeastgenome.org/ - dado acessado 

em 11/06/2013) (Cherry et al., 2012) o qual foi incorporado do BioGRID (Biological  

General Repository for Interaction Datasets, http://thebiogrid.org/) (Stark et al., 2006).

4.4- Mutações Através das Gerações

Dados do sequenciamento do genoma completo de várias populações de S. 

cerevisiae foram recentemente publicado por Lang et al., (2013), que identificaram 

mutações em 1000 gerações de 40 populações de levedura crescendo em meio rico. 

Cada  população  foi  sequenciada  100  vezes  em  12  pontos  ao  longo  do  tempo 

(aproximadamente a cada 80 gerações) totalizando 480 pontos. Foram selecionados 

dados  de  723  regiões  codificadoras  de  proteína  a  partir  da  tabela  suplementar 

http://www.nature.com/nature/journal/v500/n7464/full/nature12344.html  #  

supplementary-information – dados acessados em 17/10/2013).

4.5- Análise de Sequências e Agrupamentos de proteínas

Foram selecionados 40 proteomas preditos de fungos e três de protistas como 

membros externos ao filo de interesse (Apêndice).  Para análise dos genomas foi 

utilizado o BLASTCLUST (www.ncbi.nlm.nih.gov) com limiar de similaridade de 0,89 

e tamanho mínimo de cobertura de 0,9. Estes parâmetros foram empregados para 

remover eventuais isoformas de splicing de todas as proteínas de cada genoma com 

exceção dos genomas de S. cerevisiae e T. vaginalis para as quais foram utilizadas 

proteínas do RefSeq. O resultado do BLASTCLUST foi submetido à análise usando 

BLASTP (Altschul  et  al.,  1997)  all-versus-all com  limiar  de  E-value  <  1E-5.  Os 

resultados do BLASTP alimentaram o Markov Cluster Algorithm (MCL) (inflation = 3) 

(van  Dongen,  2000).  Em  seguida  as  famílias  proteicas  contendo  as  proteínas 

agrupadas  por  similaridade  de  sequência  foram  processadas  com  scripts 

desenvolvidos na linguagem Perl (Schwartz et al., 2001) (Figura 5).

Os  domínios  conservados  das  proteínas  foram  identificados  utilizando 

HMMER (Eddy, 2009)  e Pfam-A 27,0, um banco de dados de domínios conservados 
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(Punta  et al., 2012), para todas as sequências de MDRs de  S. cerevisiae e seus 

respectivos parálogos (E-value < 0,01).
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Figura  5: Fluxo  gráfico  do  algoritmo  MCL para  o  agrupamento  de  
proteínas. (i) Primeiro foi utilizado BLASTCLUST para remover isoformas  
de  splicing.  (ii)  Segundo  passo  foi  BLASTP  all-versus-all.   (iii)  Os  
resultados do BLASTP alimentaram o  Markov Cluster Algorithm (MCL).  
(iv)  Em  seguida  os  clusters  contendo  as  proteínas  agrupadas  por  
similaridade de sequência foram processados com scripts em Perl. Fonte:  
Adaptado de Li Li et al., 2013.
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4.6- Análises Estatísticas

As  análises  estatísticas  foram  conduzidas  no  ambiente  estatístico  R 

(http://www.r-project.org/). Foram utilizados  Wilcoxon Test e Fisher Exact Test para 

calcular a significância estatística (p < 0,05) dos resultados apresentados.

5- Resultados

5.1- Agrupamento dos MDRs de S. cerevisiae e análise dos domínios protéicos

5.1.1- Muitos MDRs de S. cerevisiae surgiram por eventos de duplicação

Foram identificados 580 MDRs o que corresponde a 9,81% das proteínas do 

proteoma da S. cerevisiae que possui 5.911 proteínas preditas. Todas as proteínas 

dessa  levedura  foram  agrupadas  em  famílias  protéicas,  de  acordo  com  a 

similaridade entre as sequências, utilizando o algoritmo MCL. Após o agrupamento 

de todas as proteínas de S. cerevisiae em famílias foram encontradas 541 famílias 

que possuem pelo menos um MDR e outras 3.847 famílias que possuem genes não-

MDRs. Foi observado que 65,86% dos MDRs (382 genes) são genes únicos (i.e. não 

foi detectado outro parálogo da levedura na mesma família) e 34,14% (198 genes) 

possuem parálogos próximos. Dentro do grupo dos MDRs com parálogos 64,64% 

(128) das famílias possuem parálogos não MDRs e 35,36% (70) possuem parálogos 

que também são MDRs (23 famílias possuem dois MDRs e oito famílias possuem 

três MDRs). As famílias protéicas sem MDRs possuem mediana de 1,29 parálogos, 

mais parálogos do que as famílias protéicas com MDRs (1,07) (Wilcoxon Test (WT); 

p = 2,299 x 10-11) (Figura 6). 

Também foram utilizados os genes duplicados do trabalho de Fares  et al., 

2013 para identificar  os MDRs duplicados WGD e SSD e consequentemente os 

MDRs  únicos  (sMDRs).  Foram  encontrados  210  (36,21%)  MDRs  duplicados 

(dMDRs)  sendo  que  94  são  MDRs-WGD  e  82  MDRs-SSD,  enquanto  que  370 

(63,79%) são sMDRs no genoma da levedura. Apesar da pequena diferença entre  o 

número de sMDRs e dMDRs encontrados pelo presente trabalho no agrupamento 

protéico (382 e 198) e nos dados de Fares et al. 2013 (370 e 210) estes dados se 

corroboram entre si.
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5.1.2- A maioria dos MDRs de S. cerevisiae possuem domínios protéicos 

conservados idênticos aos seus parálogos

Para verificar  se os MDRs possuem domínios conservados no Pfam e se 

dMDRs  e  seus  respectivos  parálogos  possuem  domínios  idênticos  utilizou-se 

HMMER e o banco de domínios  conservados Pfam-A.  Entre  os  sMDRs 86,39% 

(330)  possuem  domínios  conservados  e  13,61%  (52)  não  possuem  domínios 

conservados.  Dentro  do  grupo  dos  dMDRs  73,73%  (146)  possuem  domínios 

idênticos aos seus parálogos, 22,72% (45) possuem arquitetura de domínio diferente 

do seu parálogo e 3,53% (7) não possuem domínios conservados. No grupo dos 

dMDRs  existem  dois  subgrupos:  MDRs  com  parálogos  MDRs  e  MDRs  com 
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Figura  6:  Distribuição  dos  genes  em  famílias  protéicas  com  MDRs  e  sem  
MDRs  (non-MDRs). A  maioria  das  famílias  protéicas  com  MDRs  possuem  
apenas um gene enquanto que as famílias protéicas sem MDRs tendem a ter mais  
parálogos (p = 2,299 x 10-11). Densidade (Densidade Kernel) é uma forma não-
paramétrica  para  estimar  a  função  de  densidade  de  probabilidade  de  uma  
variável aleatória.
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parálogos não MDRs. No primeiro grupo 84,28% (59) os MDRs possuem domínios 

idênticos aos seus MDRs parálogos e 15,71% (11) os MDRs possuem arquitetura de 

domínio diferente. No segundo grupo 67,97% (87) possuem domínios idênticos aos 

seus  parálogos  não  MDRs,  26,56% possuem arquitetura  de domínio  diferente  e 

5,47% não possuem domínios conservados (Figura 7). 
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Figura 7:  Análise dos domínios conservados dos MDRs de S. cerevisiae. Em azul estão  
representados os MDRs com domínios conservados e/ou idênticos. Os MDRs sem domínios  
conservados  estão  representados  em  vermelho.  dMDRs  com  arquitetura  de  domínios  
diferente estão representados em amarelo.
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5.2- Análise do surgimento de mutações em MDRs através das gerações em S. 

cerevisiae

Os  resultados  apresentados  a  seguir  foram  realizados  com  dados  do 

sequenciamento do genoma completo de várias populações de  S. cerevisiae,  que 

identificaram mutações em 1000 gerações de 40 populações de levedura crescendo 

em meio rico (Lang et al., 2013) (Mais informações no item 4.4). 

5.2.1- Os MDRs são proporcionalmente mais representados entre os “putative 

drivers” do que os não MDRs

Lang  et al. 2013 selecionaram 24 genes com três ou mais mutações e os 

chamaram  de  “putative  drivers”,  genes  supostamente  envolvidos  em  processos 

adaptativos,  que  quando  mutados,  seriam  benéficos  para  a  população  de  S. 

cerevisiae. Proporcionalmente existem mais MDRs entre os “putative drivers” do que 

não  MDRs, 7 genes representando 1.21% dos MDRs e 17 genes os não MDRs 

(0.32%) (Fisher Exact Test (FET); p = 0.006608 ). Os MDRs “putative drivers” são 

ROT2,  PDR5,  IRA2,  ANP1,  CNE1,  GAS1  e  GPB1.  Eles  estão  envolvidos  em 

processos biológicos como: biogêneses da parede celular, transporte de multidrogas, 

resposta  a  estresse,  regulador  negativo  de  Ras,  glicosilação  de  proteína, 

enovelamento de proteínas e montagem da parede celular (Tabela).
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5.2.2- Os MDRs sofrem mais mutações que os não MDRs

Existem 580 MDRs e 5.331 não MDRs no genoma de S. cerevisiae e foram 

identificados  71  MDRs  e  475  não  MDRs  mutados  correspondendo  a  12,24%  e 

8,97% respectivamente (FET; p = 0,01). Os MDRs são portanto proporcionalmente 

mais mutados do que os não MDRs. Os MDRs possuem mediana de 1,62 mutações 

por  gene  enquanto  que  os  não  MDRs  possuem  somente  1,27,  a  diferença  é 

estatisticamente significante (WT; p = 0,011). A mediana da frequência de mutação 

dos MDRs através das gerações cresce mais do que a dos não MDRs (WT; p = 

0,009) (Figura 8). A mediana da fixação de mutação também é maior nos MDRs 

(0,509) do que nos não MDRs (0,265) (WT; p = 0,012). 
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Figura 8: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae.  Os 
MDRs possuem maior frequência de mutação do que os não MDRS (p = 0,009).
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5.2.3- A frequência de mutação dos dMDRs é maior do que os sMDRs

Existem  210  dMDRs e  370  sMDRs.  Foram  encontrados  31  dMDRs  e  40 

sMDRs com mutações,  correspondendo respectivamente a 14,76% e 10,81% do 

total de genes de cada grupo (FET; p = 0,187).  A mediana da taxa de mutação por 

gene é similar entre dMDRs (1,61) e sMDRs (1,60) (WT; p = 1,0). Mas a mediana da 

frequência de mutação é significativamente maior nos dMDRs do que nos sMDRs 

(WT;  p  =  0,009),  sugerindo  que  genes  com  parálogos  próximos  apresentam 

relaxamento  na  pressão  seletiva.  (Figura  9).  A mediana  da  taxa  de  fixação  das 

mutações  dos dMDRs (0,731)  é  maior  do  que a  dos sMDRs (0,369),  mas esta 

diferença não é estatisticamente significante (WT; p = 0,075). A Tabela mostra que 

existem  apenas  dois  sMDRs  entre  os  “putative  drivers”  e  ambos  precedem  ao 

surgimento dos fungos. 
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Figura 9: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae.  Os 
dMDRs possuem maior frequência de mutaçãos que os sMDRs (p = 0,009).
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5.2.4- Os MDRs sofrem menos mutações que os seus parálogos

Existem 210 pares  de dMDRs e  seus parálogos,  eles  possuem o mesmo 

número de genes mutados (29 cada), mas a mutação não é em ambos genes do 

par. A mediana da taxa de mutação é diferente em cada grupo. Os parálogos dos 

dMDRs possuem 2,21 mutações por gene enquanto os dMDRs somente 1,65 (WT; p 

= 7,177 x 10-07). A mediana da frequência de mutação é significativamente maior nos 

dMDRs do que nos seus parálogos (WT;  p =  0,009)  (Figura  10).  A mediana da 

fixação da mutação também é maior nos dMDRs (0,718) do que nos seus parálogos 

(0,406), mas não é estatisticamente significante (WT; p = 0,203). 
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Figura 10: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae. 
Os dMDRs possuem maior frequência de mutação do que os seus parálogos  
(PARs (p = 0,009).
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5.2.5- As mutações através das gerações são similares entre MDRs-WGD e 
seus parálogos WGD

Existem 94 pares de MDRs-WGD e parálogos. Foi identificado uma proporção 

semelhante de MDRs-WGD (17,35%) e de parálogos WGD (12,24%) mutados (FET; 

p = 0,421). Os parálogos WGD possuem uma mediana da taxa de mutação de 3,25, 

sendo maior que a dos MDRs-WGD (1,94), mas não é estatisticamente significante 

(WT; p = 0,346). A mediana da frequência de mutação é semelhante em ambos os 

grupos (WT;  p  =  0,221)  (Figura  11).  A mediana da taxa  de fixação  da mutação 

também  é  semelhante  entre  os  MDRs-WGD  (0,623)  e  os  seu  parálogos  WGD 

(0,675) (WT; p = 0,871). Apesar da semelhança mutacional entre MDRs-WGD e seus 

parálogos  WGD  o  presente  trabalho  identificou  que  o  gene  mais  mutado  nos 

experimentos de Lang et al., 2013 é um parálogo WGD de um MDR (Tabela). Este 

gene é IRA1 um regulador negativo de RAS com 21 mutações e 10 fixadas.  Lang et 

al., 2013 sugerem que a seleção neste gene é para perda de função porque foram 

observadas 14 mutações missense, 8 nonsense e 10 frameshift.
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Figura 11: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae. 
Os MDRs-WGD possuem frequência de mutação semelhante aos seus parálogos  
WGD (PARs-WGD) (p = 0,221).
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5.2.6- OS MDRs-SSD com parálogos SSD possuem maior frequência de 

mutação

Existem 82 pares de MDRs-SSD e parálogos. A pressão seletiva age de forma 

diferente entre MDRs-SSD e seus parálogos SSD. Especificamente,  15,17% dos 

parálogos  SSD  e  10,71%  dos  MDRs-SSD  foram  mutados  (WT;  p  =  0,426).  A 

mediana da taxa de mutação é similar entre os parálogos SSD (1,47) e os MDRs-

SSD (1,33) (WT; p = 0,426). Mas a mediana da frequência de mutações é maior nos 

MDRs-SSD do que nos parálogos SSD (WT; p = 0,014) (Figura 12). A mediana da 

taxa de fixação da mutação também é maior nos MDRs-SSD (0,887) do que nos 

seus parálogos SSD (0,217) (WT; p = 0,0267). Estes resultados sugerem que os 

MDRs-SSD quando mutados apresentam potencial adaptativo. Exitem dois MDRs-

SSD  entre  os  “putative  drivers”  (ANP1 e  GAS1),  ambos  surgiram  no  ancestral 

comum dos taxa Chytridiomyta e Kickxellomycota respectivamente (Tabela).
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Figura 12: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae. 
Os MDRs-SSD possuem maior frequência de mutação do que seus parálogos  
SSD (PARs-SSD) (p = 0,014).
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5.2.7- Os MDRs-WGD e os MDRs-SSD possuem frequência de mutação similar

Existem 94 MDRs-WGD e 82 MDRs-SSD. Embora sem atingir a significância 

estatística  há mais  MDRs-WGD (17,35%) mutados do que MDRs-SSD (10,71%) 

(FET; p = 0,229). A mediana da taxa de mutação é similar entre os MDRs-WGD 

(1,94) e os MDRs-SSD (1,33) (WT; p = 0,460). A mediana da frequência de mutação 

é semelhante entre os grupos (WT; 0,749) (Figura 13). A mediana da taxa de fixação 

da mutação é maior nos MDRs-SSD (0,887) do que nos MDRs-WGD (0,623), mas 

este resultado não atingiu significância estatística (WT; p = 0,445). A frequência de 

mutação é similar entre os grupos analisados sugerindo que a origem dos MDRs 

(WGD ou SSD) não interfere no padrão mutacional. 
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Figura 13: Frequência das mutações ao longo das gerações de S. cerevisiae. 
Os MDRs-SSD possuem frequência de mutação similar aos MDRs-WGD (p =  
0,749).
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5.3- Análise do perfil funcional dos MDRs de S. cerevisiae

Os resultados apresentados a seguir foram obtidos a partir de análise de 

dados de interações genéticas (GIs) e interações proteína-proteínas (PPIs) (Mais 

informações no item 4.3).

5.3.1- Os MDRs possuem maior diversidade funcional do que os não MDRs 

Existem 580 MDRs e 5.331 não MDRs no genoma de  S. cerevisiae. Foram 

identificados 482 MDRs e 3.462 não MDRs com informações de GIs. Analisando 

essas GIs foi possível observar que os MDRs possuem mediana de 117,5 GIs, que é 

aproximadamente três vezes maior que os não MDRs com mediana de 36 GIs (WT; 

p < 2,2 x 10-16)  (Figura 14 A).  Os dados de PPIs corroboram com os resultados 

apresentados acima, os MDRs (576) possuem mediana de 20 PPIs enquanto os não 

MDRs (4.911) possuem somente 13 (WT; p < 2,2 x 10-16) (Figura 14 B). Baseado 

nestes  resultados  é  possível  concluir  que  os  MDRs possuem maior  diversidade 

funcional que os não MDRs.
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Figura 14: Gráfico box-plot das interações genéticas e proteína-proteínas. MDRs versus não MDRs.
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5.3.2- Os dMDRs e sMDRs possuem número de GIs e PPIs similar

Existem 210 dMDRs e 370 sMDRs e foram identificados 182 dMDRs e 300 

sMDRs  com  informações  de  GIs.  Analisando  esses  dados  observou-se  que  os 

dMDRs possuem mediana de 105 GIs, enquanto os sMDRs possuem mediana de 

125,5 GIs (WT; p = 0,028) (Figura 15 A). Dentro dos dMDRs 207 genes possuem 

mediana de 25 PPIs, enquanto 369 sMDRs possuem mediana de 19 PPIs (WT; p = 

0,086)  (Figura  15  B).  Os  resultados  demonstram  que  os  dMDRs  e  os  sMDRs 

possuem número de GIs e PPIs similar sugerindo que o evento de duplicação não 

interfere no destino funcional dos MDRs.

5.3.3- Os dMDRs possuem maior diversidade funcional que os seus parálogos

Existem  210  pares  de  dMDRs  com  parálogos  e  foram  identificados  132 

dMDRs com informações de GIs, que possuem uma mediana de 100 GIs enquanto 

os seus 132 parálogos possuem mediana de 32,5 GIs (WT; p = 6,85 x 10 -7). A razão 

entre dMDRs e seus parálogos permite confirmar se os dMDRs de cada par possui  

mais GIs ou PPIs que seus parálogos. A mediana da razão (escala logarítmica) de 

GIs  entre  dMDRs  e  parálogos  é  de  1,28  (WT;  p  =  1,71  x  10-8)  (Figura  16  A), 

corroborando com o resultado anterior. Os 169 dMDRs com informações de PPIs 
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Figura 15: Análise das interaçoes genéticas e proteína-proteinas. dMDRs versus sMDRs.
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possuem uma mediana de 26 PPIs e os 169 parálogos 14 PPIs (WT; p = 1,407 x 10 -

8).  Consequentemente a mediana da razão de PPIs é significativamente maior que 

zero (0,57) (WT; 3,662 x 10-8) (Figura 16 B). Estes resultados permitem concluir que 

os MDRs possuem maior diversidade funcional que os seus parálogos.

5.3.4-  Os  parálogos  WGD  dos  MRDs-WGD  estão  perdendo  função  após  a 

duplicação 

Existem 94 pares de MDRs-WGD com parálogos e foram identificados 76 

MDRs-WGD com informações de GIs, que possuem mediana de 108 GIs enquanto 

76 parálogos dos MDRs-WGD possuem mediana de 25,5 GIs (WT; p = 6,581 x 10 -9). 

A razão entre MDRs-WGD e seus parálogos permite confirmar se os MDRs-WGD de 

cada par possui mais GIs ou PPIs que seus parálogos. A mediana da razão (escala 

logaritmica)  é  1,85  (WT;  p  =  1,386  x  10-8)  (Figura  17  A),  corroborando  com  o 

resultado anterior. Existem 89 pares de MDRs-WGD e parálogos com informações 

de PPIs. A mediana de PPIs é duas vezes maior nos MDRs-WGD (27) do que nos 

seus parálogos WGD (13) (WT; 2,82 x 10-8). Resultado semelhante foi encontrado ao 

analisar a mediana da razão de PPIs (0,75) (WT; p = 2,84 x 10-8) (Figura 17 B). 

Foram encontrados apenas dois pares de parálogos MDRs-WGD onde ambos  são 

MDRs: VPS5 e YKR078W; SIP3 e YSP1. 
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Figura 16: Razão das interações genéticas e protéicas dos MDRs e seus parálogos. MDRs versus 
Parálogos. Densidade (Densidade Kernel) é uma forma não-paramétrica para estimar a função de  
densidade de probabilidade de uma variável aleatória.
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5.3.5- Os MDRs-SSD e seus parálogos SSD estão ganhando novas funções 

após a duplicação

Existem 82  pares  de  MDRs-SSD com parálogos  e  foram identificados  56 

pares com informações de GIs. Os MDRs-SSD possuem mediana de 91,5 GIs e os 

seus parálogos SSD 54 (WT; p = 0,180). A razão entre MDRs-SSD e seus parálogos 

permite confirmar se os MDRs-SSD de cada par possui mais GIs ou PPIs que seus 

parálogos.  O  resultado  anterior  corrobora  com  a  mediana  da  razão  (escala 

logarítmica)  das  GIs  (0,11)  entre  MDRs-SSD e  seus  parálogos  (WT;  p  =  0,123) 

(Figura 18 A). O número de PPIs é diferente entre os 80 pares de MDRs-SSD e 

seus parálogos. Os MDRs-SSD possuem mediana de 25,5 PPIs e os seus parálogos 

mediana  de  17  PPIs  (WT;  p  =  0,018).  Consequentemente  a  razão  das  PPIs  é 

significativamente maior que zero (0,24) (WT; p = 0,018) (Figura 18 B). Os resultados 

demonstram que  os  MDRs-SSD possuem número  semelhante  de  GIs  aos  seus 

parálogos SSD, enquanto que o primeiro grupo possui mais PPIs que o segundo. 

Foram encontrados 15 pares  de parálogos MDRs-SSD (ambos MDRs):  RRD1  e 

RRD2;  CKA1  e  CKA2;  HDA2  e  HDA3;  PEP12  e TLG2;  FBP26  e  PFK26;  ERG4  e 

ERG24;  DID4 e VPS24;  VMA3 e VMA11;  SWI3 e RSC8;  ERG5 e ERG11;  MUP1 e 

MUP3; CKB1 e CKB2; BRO1 e RIM20; ALG6 e ALG8; NAB6 eMRN1. 
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Figura 17: Razão das interações genéticas e protéicas dos MDRs-WGD e seus parálogos. MDRs-WGD 
versus parálogos WGD. Densidade (Densidade Kernel) é uma forma não-paramétrica para estimar a  
função de densidade de probabilidade de uma variável aleatória.
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5.3.6-  Os  MDRs-WGD  e  os  MDRs-SSD  possuem  números  similares  de 

interações protéica e genética

Existem 94 MDRs-WGD e 82 MDRs-SSD. Os 76 MDRs-WGD e os 56 MDRs-

SSD com informações de GIs possuem medianas similares dessas interações. Os 

MDRs-SSD possuem 111,5 GIs e os MDRs-WGD 96 (WT; p = 0,703) (Figura 19 A).  

Os  89  MDRs-WGD  e  os  80  MDRs-SSD  com  informações  de  PPIs  possuem 

medianas  similares  dessas  interações.  Os  MDRs-SSD possuem 25,5  PPIs  e  os 

MDRs-WGD 26,5 (WT; p = 0,715) (Figure 19 B). Foi possível observar que os MDRs-

WGD e os MDRs-SSD possuem medianas de GIs e PPIs semelhantes.
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Figura 18: Razão das interações genéticas e protéicas dos MDRs e seus parálogos. MDRs versus  
parálogos SSD. Densidade (Densidade Kernel) é uma forma não-paramétrica para estimar a função de  
densidade de probabilidade de uma variável aleatória.
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Figura 19: Análise das interaçoes genéticas e proteína-proteinas. MDRs-SSD versus MDRs-WGD.
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5.4- Análise da classificação taxonômica dos MDRs

Os resultados apresentados asseguir foram obtidos através da seleção de 40 

proteomas de  fungos,  dividido  em 13  taxa,  e  três  proteomas protistas,  que  são 

externo ao filo em estudo. O agrupamento das proteínas em famílias foi realizado 

com o algoritmo MCL (Mais informações no item 4.5). 

5.4.1- Os MDRs são mais ancestrais do que os não MDRs

Utilizou-se informações de famílias protéicas para estimar o surgimento dos 

MDRs através da evolução dos fungos. Por exemplo, se uma dada família protéica 

possui  ortólogos  dos  taxa  Saccharomyces,  Candida,  Saccharomycotina, 

Pezizomycotina, Taphrinomycotina e Basidiomycota, infere-se que esta família tenha 

surgido no ancestral comum entre o filo Basidiomycota e os demais taxa descritos 

acima,  porque  este  é  o  táxon  mais  ancestral  nesta  família  protéica.  Ao  aplicar 

sistematicamente este raciocínio, foi demonstrado que famílias com MDRs são mais 

ancestrais  ao  filo  Fungi  que  famílias  sem  MDRs.  Especificamente,  40,66%  das 

famílias com MDRs precedem o surgimento dos fungos (versus 37,65% das famílias 

sem MDRs). Reciprocamente, encontramos que somente 25,69% das famílias com 

MDRs são específicas do clado Saccharomyces (contra 32,66% das famílias sem 

MDRs) (Figura 20). 
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5.4.2- Os dMDRs são muito mais conservados do que os sMDRs

Foi  possível  observar  que  59,18%  das  famílias  protéicas  com  dMDRs 

precedem  o  surgimento  dos  fungos  (versus  39,58%  das  famílias  com  sMDRs). 

Alternativamente, foram encontrados 32,88% das famílias com sMDRs surgindo no 

ancestral comum do clado Saccharomyces (contra 10,34% das famílias dos dMDRs) 

(Figura 21).
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Figura 20:  Classificação taxonômica dos MDRs.  A figura mostra a porcentagem de clusters  
por taxon com MDRs e sem MDRs. A filogenia por maximum-likelihood da proteína ribossomal  
40 S demonstra da esquerda para direita os 13 primeiros taxa pertencente ao filo Fungi e os  
três últimos pertencente ao filo Protista. O valor do Bootstrap está representado na barra a  
direita.
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5.4.3- Os dMDRs são mais conservados que seus parálogos

As famílias protéicas com MDRs tendem a ser mais conservadas do que as 

famílias com seus parálogos (Figura 22). Identificou-se que 54,64% das famílias com 

MDRs  precedem  o  surgimento  dos  fungos  (contra  50%  das  famílias  com  seus 

parálogos). Correlativamente, 12,5% das famílias com MDRs surgiram no ancestral 

comum do taxon Saccharomyces (versus 9,28% das famílias com seus parálogos). 
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Figura 21:  Classificação taxonômica dos MDRs. A figura mostra a porcentagem de famílias  
protéicas por taxon com dMDRs e sMDRs. Idem Figura 20.
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5.4.4- Os MDRs-WGD e seus parálogos WGD possuem conservação similar 

através dos taxa

As famílias protéicas dos MDRs-WGD e dos seus parálogos WGD tendem a 

conservar as proteínas nos mesmos taxa, 41,94% das famílias com MDRs-WGD 

precedem  o  aparecimento  dos  fungos  (contra  40,44%  das  famílias  dos  seus 

parálogos WGD). Complementarmente,  uma pequena porção similar das famílias 

com  MDRs-WDG  (14,61%)  e  com  seus  parálogos  WGD  (13,98%)  surgiram  no 

ancestral comum do clado das Saccharomyces (Figura 23).
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Figura 22:  Classificação taxonômica dos MDRs.  A figura mostra a porcentagem de famílias  
protéicas por taxon com MDRs e parálogos (PARs). Idem Figura 20.
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5.4.5- Os MDRs-SSD são mais conservados que os seus parálogos

As famílias proteicas com MDRs-SSD tendem a serem mais conservadas do 

que as famílias dos seus parálogos SSD. Especificamente, 66,34% das famílias com 

MDRs-SSD precedem o surgimento dos fungos (contra 60,76% das famílias com 

seus  parálogos  SSD).  Reciprocamente,  4,95%  das  famílias  com  MDRs-SSD 

surgiram  no  clado  das  Saccharomyces  (versus  10,13%  das  famílias  com  seus 

parálogos  SSD) (Figura 24).  
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Figura 23:  Classificação taxonômica dos MDRs. A figura mostra a porcentagem de família  
protéica por taxon com MDRs-WGD e parálogos WGD. Idem Figura 20.
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5.4.6- As famílias protéicas com MDRs-SSD são muito mais conservadas do 
que as famílias protéicas com MDRs-WGD

A distribuição das famílias com MDRs-SSD e MDRs-WGD através dos taxa é 

diferente.  Especificamente,  66,33%  das  famílias  com  MDRs-SSD  precedem  o 

surgimento  dos  fungos  (versus  41,92%  das  famílias  com  MDRs-WGD). 

Reciprocamente, 4,95% das famílias com MDRs-SSD surgiram no ancestral comum 

do clado das Saccharomyces (contra 13,98% das famílias com MDRs-WGD) (Figura 

25). 
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Figura 24:  Classificação taxonômica dos MDRs.  A figura mostra a porcentagem de famílias  
proteícas por taxon com MDRs-SSD e parálogos SSD. Idem Figura 20.
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Figura 25:  Classificação taxonômica dos MDRs. A figura mostra a porcentagem de famílias  
protéicas por taxon com MDRs-WGD e MDRs-SSD. Idem Figura 20.
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6- Discussão

Os dados do agrupamento de proteína (Figura 6) realizado por este presente 

trabalho  corrobora  com  os  dados  de  Fares  et  al.,  2013.  A pequena  diferença 

observada nos resultados das duas metodologias ocorreu porque Fares et al., 2013 

utilizou todas as proteínas preditas do genoma da S. cerevisiae Sc288 enquanto que 

este trabalho utilizou apenas proteínas da mesma levedura do RefSeq. O banco de 

dados RefSeq possui sequencias de referência não redundantes, enquanto que o 

GenBank  pode  ser  muito  redundante  para  determinados  genes.  No  entanto  a 

metodologia  utilizada  por  Fares  et  al.,  2013  permite  identificar  genes  únicos  e 

parálogos WGD e SSD, enquanto que a metodologia do presente trabalho identifica 

apenas genes únicos e duplicados. 

Ao analisar os genes mutados de  S. cerevisiae do trabalho de Lang  et al., 

2013  foi  possível  identificar  que  os  MDRs  são  proporcionalmente  mais 

representados  entre  os  “putative  drivers”  do  que  os  não  MDRs  (Tabela).  Este 

resultado sugere que os MDRs apresentam grande potencial adaptativo. Além disso, 

os MDRs sofrem mais mutações ao longo das gerações, possuem maior frequência 

de mutação (Figura 8) e fixam mais destas mutações do que os não MDRs. Segundo 

Lang  et al.  2013 genes com alta taxa de mutação e fixação conferem vantagens 

adaptativas  a  população  de  levedura.  Esses  resultados  sugerem  também  que 

apesar dos MDRs possuirem menor quantidade de parálogos que os não MDRs 

(Figura  6)  eles  possuem  maior  robustez  mutacional.  Portanto  os  MDRs  quando 

mutados  tendem  a  não  prejudicar  o  fitness  da  população  de  S.  cerevisiae.  Os 

resultados das análises  de  GIs  e  PPIs  dos MDRs demonstram que  apesar  dos 

MDRs sofrerem mais mutações que os não MDRs elas não são deletérias. Observa-

se que os MDRs possuem maior número de GIs e PPIs que os não MDRs (Figura 

14),  portanto maior diversidade funcional.  Logo, os MDRs são mais propensos a 

adquirir novas funções do que os não MDRs. O  agrupamento  dos  MDRs  e  não 

MDRs em famílias protéicas indica que os MDRs sofrem mais mutações e possui 

maior  diversidade  funcional  que  os  não  MDRs,  mas  eles  tendem  a  ser  mais 

conservados entre as linhagens de fungos que os não MDRs (Figura 20).

O presente trabalho também realizou análises com os subgrupos dMDRs e 

sMDRs para elucidar  o papel  da duplicação no destino funcional  dos MDRs. Ao 
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comparar os dMDRs e os sMDRs observou-se que ambos os grupos possuem perfil 

mutacional e número de GIs e PPIs similares (Figura 15), sugerindo que o evento de 

duplicação não interfere no destino funcional dos dMDRs. Entretanto o evento de 

duplicação  possui  importatnte  papel  na  conservação  dos  MDRs  através  das 

linhagens  fúngicas.  Os  resultados  de  agrupamento  dos  dMDRs  e  sMDRs  em 

famílias protéicas revelam que os dMDRs são muito  mais conservados entre as 

linhagens fúngica que os sMDRs (Figura 21).

Com objetivo de entender o que ocorre com os dMDRs após a duplicação os 

domínios dos dMDRs e seus parálogos foram analisados. A maior parte dos dMDRs 

possuem  domínios  conservados  idênticos  (Figura  7)  aos  seus  parálogos, 

provavelmente  conservando-se  a  função  bioquímica.  No  entanto,  há  alguma 

diferença  funcional  entre  as  cópias,  porque  do  contrário  as  associações 

quimiogenéticas não teriam sido detectadas em virtude da redudância gênica. Os 

MDRs  com  parálogos  não  MDRs  possuem  proporcionalmente  mais  pares  de 

proteínas com arquitetura de domínios diferente que os MDRs com parálogos MDRs, 

sugerindo que os parálogos não MDRs estão perdendo função ou adquirindo novas 

funções após a duplicação. Além disso também foi observado que os parálogos dos 

MDRs sofrem mais mutações do que seus respectivos MDRs, permitindo deduzir 

que o primeiro grupo possui maior robustez a mutação devido à redundância gênica. 

Entretanto a frequência de mutação é maior nos MDRs do que nos seus parálogos 

(Figura  10)  sugerindo  que  MDRs  quando  sofrem  mutações  conferem  mais 

vantagens adaptativas à população de levedura do que seus parálogos. Os dMDRs 

também possuem maior número de GIs e PPIs que seus parálogos (Figura 16), 

consequentemente maior diversidade funcional. Além disso os MDRs tendem a ser 

mais conservados que seus parálogos entre as linhagens fúngicas (Figura 22).

Esse  trabalho  também elucidou  o  papel  do  tipo  de  evento  de  duplicação 

(WGD e SSD) no destino funcional dos MDRs-WGD e MDRs-SSD e seus parálogos. 

O  perfil  mutacional  através  das  gerações  é  similar  entre  MDRs-WGD  e  seus 

parálogos WGD (Figura 11). Entretanto, foi observado que o gene mais mutado no 

trabalho de Lang  et al.,  2013 é um parálogo WGD de um MDR, o qual recebeu 

várias mutações deletérias ao longo das gerações. A observação pontual de que um 

parálogo WGD de um MDR está recebendo mais mutações e perdendo função após 

a  duplicação  corrobora  com os  resultados  das  análises  de  GIs  e  PPIs.  Nessas 
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análises  observou-se  que  os  parálogos  WGD  dos  MDRs-WGD  estão  perdendo 

função após a duplicação, porque possuem menor número de GIs e PPIs que os 

MDRs-WGD (Figura 17). Apesar da provável perda de função após a duplicação os 

MDRs-WGD e os seus parálogos WGD são conservados de forma similar através 

dos taxa de fungo (Figura 23).

A duplicação por pequena escala age de forma diferente sobre os MDRs-SSD 

e seus parálogos. Os MDRs-SSD possuem maior frequência de mutação (Figura 12) 

e taxa de fixação que os seus parálogos SSD, permitindo deduzir que os MDRs-SSD 

são os principais responsáveis pela aquisição de novas funções para resistência a 

drogas. Mas os MDRs-SSD e parálogos SSD não diferem em relação ao número de 

GIs (Figura 18), sugerindo que após a duplicação os MDRs-SSD estão adquirindo 

novas funções. Entretanto os MDRs-SSD são mais conservados entre os taxa de 

fungo que seus parálogos SSD (Figura 24).

   Existem 15 pares de MDRs-SSD em que os parálogos também são MDRs, 

enquanto que existe somente dois pares de MDRs-WGD com parálogos também 

MDRs. Esses resultados também sugerem que os MDRs após a duplicação SSD 

estejam adquirindo  novas  funções  por  que  o  número  de  GIs  e  PPIs  também é 

semelhante entre os pares. No entanto os parálogos WGD dos MDRs provavelmente 

estão perdendo função após a duplicação por que além de possuirem poucos pares 

MDRs eles também possuem menor número de GIs e PPIs que seus MDRs-WGD. 

Segundo Fares et al., 2013 os parálogos SSD possuem mais GIs que os parálogos 

WGD. Entretanto, observou-se que as medianas de GIs e PPIs entre MDRs-WGD e 

MDRs-SSD  são  semelhantes  (Figura  19),  sugerindo  que  a  origem  dos  MDRs 

duplicados  (WGD e  SSD)  não  interfere  no  seu  destino  funcional.  Entretanto  os 

MDRs-SSD são muito mais conservados entre as linhagens de fungo que os MDRs-

WGD (Figura 25).
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7- Conclusão

• Muitos MDRs de S. cerevisiae surgiram por eventos de duplicação.

• MDRs versus não MDRs:

◦ Os MDRs são proporcionalmente mais representados entre os “putative 

drivers” do que os não MDRs;

◦ Os MDRs sofrem mais mutações que os não MDRs;

◦ Os MDRs possuem maior diversidade funcional do que os não MDRs;

◦ Os MDRs são mais ancestrais do que os não MDRs.

• dMDRs versus sMDRs:

◦ A frequência de mutação dos dMDRs é maior do que os sMDRs.

◦ Os dMDRs e sMDRs possuem número de GIs e PPIs similar;

◦ Os dMDRs são muito mais conservados do que os sMDRs.

• MDRs versus seus parálogos:

◦ A maioria  dos  dMDRs  de  S.  cerevisiae possuem  domínios  protéicos 

conservados idênticos aos seus parálogos;

◦ Os dMDRs sofrem menos mutações que os seus parálogos;

◦ Os dMDRs possuem maior diversidade funcional que os seus parálogos;

◦ Os dMDRs são mais conservados que seus parálogos.

• MDRs-WGD versus seus parálogos WGD:

◦ As mutações  através  das  gerações  são  similares  entre  MDRs-WGD e 

seus parálogos WGD;

◦ Os  parálogos  WGD  dos  MRDs-WGD  estão  perdendo  função  após  a 

duplicação;

◦ Os MDRs-WGD e  seus  parálogos  WGD possuem  conservação  similar 

através dos taxa.

• MDRs-SSD versus seus parálogos dos SSD:

◦ OS  MDRs-SSD  possuem  maior  frequência  de  mutação  que  seus 

parálogos SSD;

◦ Os MDRs-SSD e seus  parálogos SSD estão ganhando  novas  funções 

após a duplicação;
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◦ Os MDRs-SSD são mais conservados que os seus parálogos.

• MDRs-WGD versus MDRs-SSD:

◦ Os MDRs-WGD o  os  MDRs-SSD possuem  mediana  de  frequência  de 

mutação similar;

◦ Os MDRs-WGD e os MDRs-SSD possuem números similares GIs e PPIs;

◦ Os MDRs-SSD são muito mais conservadas do que os MDRs-WGD.
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