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1 RESuUMO

Foram analisadas arvores filogenéticas construidas com base em 53 sequéncias de DNA
e 53 sequéncias de aminoacidos, correspondentes ao gene RAPHI, de 48 diferentes
espécies de animais, incluindo nematddeo, peixes, anfibio, réptil, mamiferos e aves.
Foram construidas arvores com as sequéncias inteiras e com segmentos delas
correspondentes aos dominios proteicos GM, RA, PH e EVHI ¢ aos sitios de ligacao de
proteinas que a compdem. Foram utilizados métodos de construcdo de filogenia
baseados em distancia, na Maxima ParcimoOnia e na Maxima Verossimilhanca. Em
algumas espécies de peixe o gene RAPHI (Ras association (RalGDS/AF-6) and
pleckstrin homology domains 1) apresenta-se duplicado, com duas formas semelhantes,
porém nao idénticas. Esta analise, que incluiu os genes de cinco espécies, deixou
evidente que os dez genes se reiinem, por semelhanga, nitidamente em dois grupos, cada
um dos quais incluindo cinco genes, um de cada uma das cinco espécies, o que sugere
que a duplicagdo do gene tenha ocorrido em €poca anterior aos momentos de especiacao
que separaram as cinco espécies. A analise evidencia, também, que genes de espécies
que apresentam copia Unica, entre alguns peixes, anfibio, réptil, aves e mamiferos, sao,
todos eles, mais estreitamente aparentados com apenas um destes dois grupos. Isto
deixou evidente que a duplicacdo do gene RAPHI1 ocorreu em um ancestral comum a
todas as espécies analisadas e ndo em um ancestral comum as espécies que apresentam
dois genes RAPHI.

Evolucdo. Filogenia. Lamelipodina. Butirilcolinesterase. Colinesterase.



2 ABSTRACT

Phylogenetic trees constructed based on 53 DNA sequences and 53 amino acid
sequences, corresponding to the RAPHI1 gene, from 48 different animal species,
including nematodes, fish, amphibians, reptiles, mammals and birds, were analyzed.
Trees were constructed with the entire sequences and with segments corresponding to
the protein domains GM, RA, PH and EVHI and the protein binding sites that comprise
it. Phylogeny construction methods based on distance, Maximum Parsimony and
Maximum Likelihood were used. In some species of fish, the RAPH1 gene (Ras
association (RalGDS / AF-6) and pleckstrin 1 homology domains) is duplicated, with
two similar, but not identical, forms. This analysis, which included the genes of five
species, made it evident that the ten genes come together, by similarity, clearly in two
groups, each of which includes five genes, one from each of the five species, which
necessarily means that the duplication of the gene occurred before the speciation
moments that separated the five species. The analysis also shows that the genes of
species that have a single copy, among species fish, amphibian, reptile, birds and
mammals, are all more closely related to only one of these two groups. This made it
evident that the duplication of the RAPH1 gene occurred in an ancestor common to all
analyzed species and not in an ancestor common to species that have two RAPHI
genes.
Evolution. Phylogeny. Lamellipodin. Butyrylcholinesterase. Cholinesterase.
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4 INTRODUCAO

O que se denomina, em eucariontes, de células excitaveis sdo quase sempre
células que apresentam dentro e fora de si uma grande diferenca na concentragdao dos
ions Na+ e K+. Como regra geral, esta diferenca é de cerca de 30 vezes mais potassio
que sodio no interior e o inverso, cerca de 30 vezes mais sodio que potassio, no meio

externo.

O inicio da excitagdo, impulso nervoso, por exemplo, ¢ um grande aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica ao sodio, tornando-se cerca de quinhentas
vezes mais permeavel ao sodio que ao potassio. Isto provoca uma intensa e espontanea
entrada do s6dio na célula por aquele ponto de inicio. Em seguida, esta alteracdo da
permeabilidade da membrana, eletricamente detetdvel, propaga-se ao longo dela,
enquanto que a situag¢do original ¢ restabelecida no ponto de origem. Este impulso,
atingindo uma regido de sinapse, provoca a liberacdo dos neurotransmissores, que dao

continuidade a ele.

Sinapse ¢ um contato funcional entre duas células excitaveis, como por exemplo,
dois neurénios. O simples fato de duas células estarem com suas membranas
plasmaticas juntas ndo permitiria que a despolarizagao da membrana de uma iniciasse a
despolarizagdo da membrana da outra, mas havendo uma sinapse, o impulso elétrico
produz uma transmissao quimica do proprio impulso, que assim induz o inicio de um
outro na célula vizinha. Esta transmissdo quimica se da pela liberacdo, na fenda
sinaptica, do conteido de vesiculas da primeira das células. Este contetido sdo os
neurotransmissores, que sendo produzidos em uma célula e liberados na fenda sinéptica,

tém a capacidade de desencadear o impulso nervoso em outra célula.



Um dos nutrientes essenciais para a manuten¢do da saude, a colina ¢ de presenga
obrigatoria nos alimentos de seres humanos em quantidade relativamente grande: cerca
de meio grama ao dia para adultos. E uma amina, hidrossolavel, agrupada com as
vitaminas do complexo B, que tem como uma de suas principais fungdes no organismo
eucarionte a formacdo de fosfogliceridios, que, juntamente com esfingolipidios e
esteroides, sdo os principais lipideos formadores da membrana celular. Além disto, a

colina ¢ formadora de um dos principais neurotransmissores, que € a acetilcolina.

Acetilcolina ¢ um neurotransmissor das sinapses colinérgicas, tanto do sistema
nervoso central quanto do periférico. E caracteristicamente encontrada nas sinapses
neuromusculares dos vertebrados. Ela ¢ sintetizada nas terminagdes dos axonios a partir
da colina e da acetilcoenzima A, numa Unica reagdao enzimatica, promovida pela enzima

colina-acetiltransferase. A reagao produz acetilcolina e libera coenzima A.

Quando a acetilcolina ¢ liberada por um neurdnio na fenda sinaptica, ¢ induzida
a formacao de impulso nervoso no neurdnio seguinte, em uma cadeia de neurdnios que
estdo formando a trajetdria de um impulso nervoso. E, quando isto ocorre na placa
motora, a acetilcolina estimula as células musculares esqueléticas a contracdo. Em
ambos os casos, a acetilcolina necessita ser eliminada rapidamente, da fenda sinaptica
ou da placa motora, depois de cumprida uma destas suas fun¢des. Esta eliminagdo ¢
realizada nestes locais pela enzima acetilcolinesterase que degrada a acetilcolina ao

converté-la em metabolitos inativos de colina e acido acético.

A agdo da acetilcolinesterase ¢ fundamental nestes casos, uma vez que na sua
auséncia o impulso nervoso torna-se ininterrupto, o que inviabiliza todas as fungdes
coordenadas por contragdao muscular e todo o controle nervoso do organismo. Inibi¢des

mesmo parciais da acetilcolinesterase provocam, por exemplo, paralisia dos musculos
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que realizam a respiracdo e parada dos batimentos cardiacos, ocasionadas pelo acimulo

de acetilcolina nas placas motoras.

A butirilcolinesterase (BChE), também denominada colinesterase do soro, ¢ uma
enzima muito similar a acetilcolinesterase (AChE), também denominada colinesterase
verdadeira, tanto na estrutura terciaria quanto na composi¢ao nucleotidica do gene que a

determina.

Esta enzima ¢ muito conhecida e de grande interesse fisiolégico em seres
humanos, o que gerou grande quantidade de estudos fisioldgicos e genéticos a seu
respeito. As semelhangas entre as enzimas fizeram com que a butirilcolinesterase fosse
descoberta, tendo sido, em seguida, caracterizada por suas diferengas. Esta descoberta
ocorreu como consequéncia do uso cirirgico da succinilcolina (suxametdnio) como
relaxante muscular pré-operatorio, na ocasiao em que se percebeu que alguns variantes
da butirilcolinesterase faziam com que seus portadores, quando homozigotos, fossem
extremamente sensiveis ao relaxante muscular, a ponto de produzir neles o obito por

apneia.

Embora a homozigose para este variante da butirilcolinesterase fosse letal nesta
situacdo, estes individuos eram indistinguiveis, em termos de vigor e sobrevivéncia, dos

demais portadores de outros alelos.

Estudos em seres humanos demonstraram sua a¢do enzimatica especifica, bem
como evidenciaram a existéncia de muitos outros variantes alélicos, sendo cinco deles

comuns e a grande maioria, cerca de 50, bastante rara.

Outros estudos demonstraram a existéncia de variantes génicos desta enzima em

outros mamiferos e em outros seres vivos, o que leva a pensar em uma agdo enzimatica

11



estabelecida hd muito tempo, bem como em uma agdo de relevancia para o grupo

analisado de seres vivos.

No entanto, a despeito de tantos estudos, o papel da butirilcolinesterase na
fisiologia humana ndo ¢ ainda bem compreendido. De muitos estudos, depreende-se
desempenhar um papel significativo, visto que se sabe estar a enzima relacionada a

importantes atividades celulares e sistémicas.

Esta, em seres humanos, demonstrado que a intensidade de sua atividade ¢
relacionada, entre outras coisas, a obesidade e seus variantes alélicos, estdo relacionados

ao indice de massa corporal e ao peso.

Estando muito provavelmente relacionada ao metabolismo de lipidios, acredita-
se que ela participe do desenvolvimento embrionario, tanto na proliferacdo, quanto na

diferenciagao celular.

Colinesterases sao enzimas de dois tipos fundamentais: a acetilcolinesterase ¢ a
butirilcolinesterase. A acetilcolinesterase também € denominada de colinesterase dos
globulos vermelhos, colinesterase verdadeira, colinesterase eritrocitaria ou ainda,
oficialmente, acetilcolina-acetil-hidrolase. A butirilcolinesterase ¢ denominada de
colinesterase do soro, pseudocolinesterase, colinesterase sérica ou ainda, tecnicamente,
acilcolina-acil-hidrolase. Encontra-se, a primeira, principalmente nas hemacias, nas
sinapses e na musculatura estriada. A segunda, principalmente no figado, no intestino

delgado, no pancreas e no plasma.

Ambas promovem a degrada¢do do neurotransmissor acetilcolina, convertendo-o
em colina e &cido acético, o que faz cessar a agdo do neurotransmissor na placa motora

e na fenda sindptica. Embora ambas promovam esta reacdo, a acetilcolinesterase

12



apresenta maior afinidade pela acetilcolina e consequentemente maior velocidade de

reacao.

A butirilcolinesterase tem como substrato de preferéncia a butirilcolina, que,
embora apresente estrutura similar a acetilcolina, ¢ sintética e ndo ¢ encontrada no
organismo humano, sendo a sua degrada¢do uma das maneiras de distingui-las. A
butirilcolinesterase, no plasma, ¢ responsavel pela degradagdo por hidrolise de muitos
¢ésteres de colina e também da procaina e da cocaina, sendo o principal responsavel pela

eliminacao desta do organismo.

As colinestaerases podem ser inibidas em suas atividades por substancias de
origem nao-humana, como o veneno de algumas serpentes e por outras de fabricacao
humana, dentre as quais estdo principalmente alguns gases neurotoxicos, utilizados
como armas quimicas e inseticidas organofosforados, de uso mais intenso como
defensivos agricolas. O bloqueio ou a inibi¢do das funcdes das colinesterases provocam,
como sintomas, aumento da movimentagao intestinal, bradicardia, hipotensao arterial e
reducdo da pressdo dos globos oculares, dilatacdo pupilar, salivacdo abundante e

sufocacao provocada pela constri¢ao dos bronquios, tendo a morte como consequéncia.

Uma das fungdes atribuidas a butirilcolinesterase ¢ a de realizar protecdo da
acetilcolinesterase, por competicao, contra a a¢do destes inibidores de colinesterares,
impedindo ou diminuindo sua acdo sobre ela, o que pode chegar a ser letal. Sua reagdo
com os inibidores provocaria com eles ligagdes permanentes, diminuindo a quantidade

de inibidor disponivel para ligar-se com a acetilcolinesterase.

Os efeitos mais marcantes da deficiéncia de butirilcolinesterase sdo o acumulo,
por retardo na eliminagdo, de procaina, succinilcolina e cocaina. A succinilcolina ¢é
utilizada como relaxante muscular em cirurgias, agindo como competidor da

acetilcolina na placa motora, impedindo a contracdo muscular e provocando uma

13



paralisia muscular flacida, o que ¢ muito conveniente em muitos procedimentos
cirrgicos. A maior parte da succinilcolina administrada ¢ eliminada pela
butirilcolinesterase, que a converte em acido succinico antes mesmo que atinja a placa
motora, mas parte dela produz o efeito desejado. Quando héa deficiéncia na acdo da
butirilcolinesterase, como ocorre no caso de individuos homozigotos para alguns alelos
de BchE, ou no caso de sua inibicdo, a succinilcolina permanece no organismo por
muito mais tempo que o habitual, bloqueando a placa motora e impedindo a contragao
muscular. Apneia prolongada ¢ a morte sdo as principais consequéncias deste

relaxamento muscular que atinge toda a musculatura esquelética.

Inicialmente, quando ainda s6 se realizavam estudos eletroforéticos e de
intensidade de ac¢do enzimatica, verificou-se que, independentemente do alelo para o
gene BCHE que o individuo possuisse, ele poderia ser C5+ (cerca de 10% da populacao

humana) ou C5- (os demais 90%).

Caracterizavam-se os individuos C5+ através de um padrdo eletroforético:
presenga de banda diferente da banda presente nos individuos C5-. Estes individuos
com a banda C5+ apresentam mais intensa acdo da enzima BChE e apresentam, na

média, 5 quilogramas a menos na massa corporal.

Posteriormente, explicou-se esta caracteristica como sendo devida a um
polipeptidio ligado ao tetramero da BChE, que seria formado por um outro gene,
diferente do gene BCHE e ndo ligado a ele, entdo denominado de gene CHE2, que

apresentaria dois alelos: C5+ e C5-.

Um grupo de pesquisa isolou e identificou o polipeptidio que se liga ao
tetramero BChE e descobriu que ¢ idéntico a um polipeptidio rico em prolina
determinado pelo gene RAPHI, que forma a lamelipodina. Lamelipodina ¢ uma

proteina que participa da formagao do lamelipddio, que ¢ uma projegdo, plana e fina, da

14



membrana plasmdtica de algumas células. Esta projecdo laminar ¢ estruturada
internamente por uma rede de filamentos de actina e de muitas outras proteinas que,
inter-relacionadas complexa e dinamicamente, dao-lhes sustentacdo e, simultaneamente,
mobilidade, sendo responsavel pelo deslocamento destas células, tanto ao longo de um

substrato qualquer, quanto por entre outras células.

Outro grupo de pesquisa, localizando o gene RAPHI, verificou que estd no
mesmo local, no brago longo do cromossoma 2, em que ja se sabia estar, por trabalhos

de ligagao, o gene CHE2.

A conclusdo foi que ambos sdo um unico gene e que os “alelos do gene CHE2”
sao na verdade dois “alelos” do gene RAPHI, sendo que nos individuos com C5+ o
polipeptidio ¢ mais longo, provavelmente por haver no DNA (e no RNA) um cddon de
término alterado, o que faz que o polipeptidio seja traduzido at€¢ um outro coédon de
término a jusante, ou, alternativamente, que haja no DNA (e no RNA) uma diferenca
em relacdo ao outro alelo que faca com que um corte deixe de ocorrer nas modificagdes

pos-traducionais.

Estudos de Evolugdo apresentam interesses variados e utilizam estratégias muito
diversificadas. Um grupo destas ¢ denominado de andlise filogenética, que permite a
realizacdo de inferéncias tomando por base as semelhancas e diferengas apresentadas

por grupos reprodutivos, principalmente espécies.

Os caracteres dos vivos utilizados para fazer estas inferéncias sdo também muito

diversos: morfoldgicos, fisiologicos e comportamentais, entre outros.

A partir das décadas de 1960 e de 1970 foram obtidos resultados muito

significativos através da comparacdo das estruturas macromoleculares, principalmente

15



proteinas, de grupos de espécies. Posteriormente, o uso do DNA passou a fornecer

informagoes ainda mais consistentes € com um grau de refinamento ainda superior.

O presente trabalho tem como proposito comparar um grupo de espécies, no que
diz respeito aos seus genes determinantes da lamelipodina, com o propdsito de tentar
aclarar os acontecimentos evolutivos que envolveram estes genes, nas espécies
analisadas. (Souza, 2001) (Arpagus, Kott, Vatsis, Bartels, Ladu, & Lockridge, 1990)

(Nunes, 2007)
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Filogenias anteriormente construidas com informagdes morfologicas ou
fisiologicas, como as imunologicas, tiveram grande acréscimo de acuidade com o uso de

sequéncias de nucleotidios. (Brimijoin, Rakonczay, & Mintz, 1986)

Como se sabe, algumas informagdes seguras sobre a filogenia de um grupo
podem permitir ou facilitar a conclusdo de estudos, ao produzir uma intensa redu¢ao no
namero de filogenias possiveis. A estrutura do gene ACHE, juntamente com outro, foi
utilizada para permitir a escolha de uma dentre muitas possiveis arvores filogenéticas

em ascidias. (Jeffery, Swalla, Ewing, & Kusakabe, 1998) (Cleto, et al., 2003)

Ha indicios de ter ocorrido selecdo natural na determinagdo de cddons do gene
da ACHE. Estudos em mais de 500 introns e éxons de genes inativos de camundongos
revelaram agdo de selegdo natural na determinagdao dos codons utilizados. Embora o
teste ndo tenha sido feito especificamente para os genes BCHE e ACHE, este se
encontrava entre os mais de 100 genes examinados, o que sugere a possibilidade de
selec@o natural ter estado em acdo na determinacdo de cddons deste gene. (Chamary &

Hurst, 2004)

Sabe-se que a BChE esta relacionada ao metabolismo de lipidios, e,
provavelmente, de alguma maneira, a sintese de membrana plasmatica. Sabe-se também
que muitas doencas resultantes de degeneracdo de sistema nervoso, como mal de
Parkinson, mal de Alzheimer, quase todas elas tendo ainda causas desconhecidas, sdo
influenciadas pela maneira pela qual se da a mielinizagdo dos neuronios. Por estes
motivos, existem especulacdes no sentido haver relagdo entre as formas de BChE e a

ocorréncias destas formas de degeneracao. (Bartzokis, 2004)
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Em virtude do ainda pouco conhecimento sobre as funcdes da BChE, estdo
sendo realizados trabalhos que tentam elucidar suas relagdes com a AChE, como o que
descobriu que a inibicdo da BChE, com inibidores seletivos, em ratos, produz o
aumento na liberacao de AChE na cortex cerebral. (Cerbai, Giovannini, Melani, Enz, &

Pepeu, 2007)

Diferentes testes de acdo enzimatica da AChE e da BChE, em peixe-bruxa,
demonstraram a¢ao preferencial da AChE sobre a acetilcolina, como ocorre em outros
vertebrados. Verificacdo de sequéncia de bases nitrogenadas do DNA demonstrou a
presenca de sitio ativo da enzima similar também ao de outros vertebrados. (Sanders,

Mathews, Sutherland, Soong, Giles, & Pezzementi, 1996)

A resisténcia de mosquito a inseticida dos mais utilizados, inibidor da AChE,
deve-se, em Culex pipiens, a presenga de alelos que conferem diferentes capacidades de
resistir aos inseticidas. Estes alelos estdo em genes duplicados, originados em trés ou
mais processos de duplicagdo independentes, e mantidos na espécie recentemente por

selecdo favorecendo a presenca de mais de uma copia do gene. (Labbé, et al., 2007)

Ha grande quantidade de esterases em eucariontes, sendo grande parte delas
classificadas como carboxilesterases. Estas sao subdivididas em trés grupos, conforme a
acdo inibitéria de organofosfatos sobre elas. A um dos trés grupos pertencem as

colinesterases, dentre as quais estdo a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase.

As proteases serina-peptidases sdo enzimas filogeneticamente proximas umas
das outras e as esterases também apresentam entre si esta proximidade. Algumas
proteases apresentam a¢do de esterase, enquanto que muitas esterases apresentam acao
proteolitica. Mas, embora funcionalmente relacionadas com a familia das serina-

endopeptidases, as esterases ndo apresentam com elas muita semelhanca na estrutura
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molecular. Quanto as sequéncias de nucleotidios, também ndo ha muita semelhanca

entre ambos 0s grupos enzimaticos.

Apesar, portanto, das semelhangas funcionais, provavelmente ambos os grupos
ndo tém origem comum ou ndo tem origem comum muito préxima. (Myers, Richmond,

& Oakeshott, 1988)

A BChE tem agao de aril-acilamidase conhecida ha bastante tempo. Tem agao
catalitica na hidrélise de muitos compostos, inclusive das acetanilidas, compostos de
acdo analgésica em nosso organismo, semelhante ao paracetamol. (Masson, Froment,

Gillon, Nachon, Darvesh, & Schopfer, 2007)

Sabe-se que a butirilcolinesterase estd, mesmo indiretamente, relacionada a
muitas fungdes, mesmo considerando apenas sua agdo de degradagdo da acetilcolina,
que nao ¢ tdo eficiente quanto a da acetilcolinesterase. A acetilcolina, além de
neurotransmissor, age como sinalizador na comunicacdo entre as células e como
hormonio, modulando muitos processos fisiologicos, como o desenvolvimento celular,
envolvendo a sobrevivéncia, a proliferacdo e a diferenciacao celular; o contato célula-
célula e a adesdo entre células; o controle do ciclo celular; locomogao; atividade elétrica
da célula; organizagdo do citoesqueleto; fungdes relacionadas a nutrigdo e a secregdo;

resposta fisioldgica ao “stress”; apoptose e fungdes imunologicas. (Zheng-Xuan, 2008)

A butirilcolinesterase esta relacionada, em associacdo com a acetilcolinesterase,
a manutencdo da temperatura corporal e da respiragdo, como demonstra um
experimento no qual camundongos com o gene da acetilcolinesterase bloqueado
apresentam diminui¢do do volume respiratorio e queda na temperatura corporal quando

a butirilcolinesterase ¢ inibida. (Boudinot, et al., 2009)
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Recentemente, com o propdsito de verificar em que regides cerebrais age a
butirilcolinesterase, foi realizado em camundongos um experimento no qual foi injetada
butirilcolinestase fluorescente em camundongos que ndo a produziam por terem o gene
BCHE bloqueado. Verificou-se que houve maior concentracdo de BChE nos ventriculos
cerebrais e na cortex, especificamente no giro denteado do hipocampo. Sabe-se que o
giro denteado do hipocampo estd relacionado com a memoria, principalmente com a
conversdo da memoria recente em memodria mantida por longo prazo e, mais
recentemente, descobriu-se que 14 ocorre a multiplicagdo de neurdnios. Pensava-se até
recentemente que ela ndo ocorresse em adultos, mas agora se sabe que sim, em

situagdes relacionadas com a aprendizagem. (Johnson, Duysen, & Lockridge, 2009)

Um experimento com drogas utilizadas no tratamento contra a doenca de
Alzheimer teve o objetivo de verificar se os pacientes humanos com alelos pouco
eficientes de BCHE seriam tolerantes a este tratamento tradicional. Camundongos com
o gene BCHE bloqueado que recebem estas drogas mencionadas morrem com sintomas
de problemas neuroldgicos, o que indica que a BChE desempenha fungao relacionada a

neurotransmissdo. (Duysen, Li, Darvesh, & Lockrigde, 2007)

Baseados na sequéncia de nucleotidios do gene da BCHE de humanos foi feita
uma arvore filogenética relacionando 25 espécies, incluindo plantas, nematodeos,
cordados e bactérias. (Sridhar, Lakshmi, & Rao, Phylogenetic Tree Construction of

Butyrylcholinesterase Sequences in Life Forms, 2006) (Sridhar, et al., 2005)

No intuito de melhorar o conhecimento sobre as bem estudadas fungdes da
AChE e de descobrir algo que ajude a esclarecer as mal conhecidas fun¢des da BChE,
foram medidas as atividades enzimaticas de AChE e BChE em cérebro e plasma de 16
espécies de peixes teledsteos dulcicolas, e estas se mostraram muito diferentes de

espécie para espécie. A atividade no cérebro ¢ maior que a atividade no plasma, mas a
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atividade da BChE nio existe no plasma de algumas espécies, sendo inexistente apenas
em alguns individuos de outras. No entanto, a atividade de BChE tem, nestes casos
todos, grande correlacdo com a atividade da AChE. (Chuiko, Podgornaya, & Zhelnin,

2003)

AChE e BChE apresentam-se no plasma humano em 12 diferentes formas, (Juul,
1968) demonstradas em bandas de eletroforese em gel de poliacrilamida. Estas formas
correspondem as formas moleculares das enzimas, homologas ou heterdlogas. As
formas homologas sao mondmeros, dimeros, trimeros ¢ também tetrameros que sao a
forma mais abundante. Quanto as formas heterélogas, a AChE ou a BChE ligam-se a
albumina, a alfa2-macroglobulina, provavelmente ao colageno (Frederick, et al., 2008),

e a muitas outras ainda ndo identificadas. (Alcantara, 2000) (Nunes, 2007)

Uma fung¢ao conhecida da BChE em seres humanos ¢ a eliminacdo da cocaina da
corrente sanguinea, realizada nos hepatdcitos, a hidrolise catalitica da cocaina. (Gao &

Zhan, 2006)

O besouro Schizaphis graminum apresenta um unico gene da ACHE, que, no
entanto, ¢ derivado de uma cépia ancestral diferente daquela que originou a maioria dos

genes ACHE dos demais insetos. (Gao, Kambhampati, & Zhu, 2002)

J& ha bastante tempo foram feitos estudos enzimaticos e imunoldgicos da BChE,
que forneceram informagdes sobre a histdria evolutiva de simios, incluindo bonobo,
chimpanzé, gibao, siamango, gorila, homem e orangotango. Foram utilizados anticorpos
monoclonais contra a enzima BChE isolada do sangue humano. As enzimas mostraram
grande diversidade de atividade entre as espécies e também entre os individuos de uma
mesma espécie. Os anticorpos monoclonais humanos reagiram com as BChE de todas

as espécies, tendo apresentado a seguinte ordem decrescente de afinidade: homem,
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chimpanzé, bonobo, gorila, orangotango siamango e gibao. (Mintz, Weinshilboum, &

Brimijoin, 1984)

Héa muitas evidéncias de a BChE ser responsavel pela destrui¢do, no organismo
do homem e de outros seres, de substancias de alta nocividade. Os inibidores de
colinesterase sdo alguns deles produzidos pelo homem, como alguns inseticidas, tais
quais os organofosforados e os carbamatos, € outros sdo substdncias que ocorrem
naturalmente em alguns seres vivos, como, por exemplo, a eserina, no eseré
(Physostigma venenosum), a cocaina, na coca (Erythoxylum coca) e a fasciculina, no
veneno de algumas cobras. Estes inibidores afetam tanto a AChE, quanto a BChE e
outras colinesterases, ¢ o fato de a BChE ser encontrada em maiores concentragoes nos
pulmdes e no figado ¢ compativel com uma das fungdes atribuidas a ela, de detoxicacao.

(Jbilo, Bartels, Chatonnet, Toutant, & Lockridge, 1994)

Em insetos, existem espécies com formas paralogas do gene da ACHE: no
pulgdo do algodao (Aphis gossypii) foram identificados dois destes genes. (Li & Han,

2002)

Foi verificada, em nematdides, grande preservacdo de estrutura génica do gene
ACHE, entre espécies de mesmo género e entre géneros diferentes proximamente
aparentados, com manutengdo, principalmente, dos residuos de aminoacidos
responsaveis pela conservagdo da estrutura e da fungdo da enzima. (Piotte, Arthaud,

Abad, & Rosso, 1999)

Os cefalocordados anfioxos Branchiostoma lanceolatum e Branchiostoma
floridae foram investigados, no que diz respeito a existéncia dos genes ACHE e BCHE,
tanto enzimaticamente, quanto com uso de sequenciamento de bases nitrogenadas do
DNA, e ficou evidente a existéncia de dois genes, um similar ao ACHE e outro similar

ao BCHE, o que faz supor um evento de duplicagdo génica que antecedeu ao momento
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em que houve a separacdo de cefalocordados dos demais cordados. (Sutherland, et al.,

1997)

Suspeitava-se da existéncia de dois genes de ACHE em alguns mosquitos, pelo
fato de individuos resistentes a inseticidas inibidores de colinesterase ndo apresentarem
os alelos associados a resisténcia. Em experimento com quinze espécies de mosquito
(Diptera), ficou evidenciado que ha dois genes pardlogos de ACHE, sendo que um deles
¢ bastante similar, em sequéncia de bases nitrogenadas, ao unico gene de ACHE das

drosofila. (Weill, Fort, Berthomieu, Dubois, Pasteur, & Raymond, 2002)

Informagdes sobre os genes ACHE e BCHE, seu nimero e sua sequéncia de
bases nitrogenadas, t€ém fornecido informagdes de ordem pratica, como por exemplo, a
descoberta da maneira pela qual surgiram insetos e carrapatos resistentes a inseticidas: o
surgimento, por mutac¢do, de alelo com base nitrogenada alterada, condicionando uma
AChE com um aminodcido alterado, o que impede a inibicao da enzima pelo inseticida.

(Aiki, Kozaki, Mizuno, & Kono, 2005)

Comparagdes entre genes ACHE e BCHE tém permitido também a solugdo de
problemas na montagem de filogenias. Semelhangas e diferengas na sequéncia de bases
nitrogenadas e também numero de genes indicaram proximidade filogenética e
apontaram solugdes em casos, por exemplo, de ascidias e droséfilas do grupo Repleta.
(Jeffery, Swalla, Ewing, & Kusakabe, 1998) (O'Grady, Durando, Heed, Wasserman,

Etges, & Desalle, 2002).
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6 OBJETIVOS

6.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho teve o proposito de, comparando um grupo de espécies, no
que diz respeito aos seus genes determinantes da lamelipodina, tentar aclarar os

acontecimentos evolutivos que envolveram estes genes, nas espécies analisadas.

6.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Obter as sequéncias de DNA, com introns e éxons, de cDNA e de aminoécidos

do gene RAPH] e de seus transcritos em diferentes espécies.

Definir as regides das sequéncias obtidas a serem utilizadas, para entdo proceder

ao alinhamento e ao ajuste das mesmas.

Caracterizar os genes em termos de composi¢do de aminoacidos de seus

polipeptidios.

Construir e comparar filogenias entre si.

Entender a origem evolutiva do gene.
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7 JUSTIFICATIVA

Inicialmente, quando ainda s6 se realizavam estudos eletroforéticos e de
intensidade de acdo enzimatica, verificou-se, em seres humanos, que,
independentemente do alelo para o gene BCHE que o individuo possuisse, ele poderia
ser, para o gene CHE2, C5+ (menos de 10% da populagao humana) ou C5- (mais de

90% dela).

Os individuos C5+ caracterizam-se através de seu padrdo eletroforético:
presenga da banda usual e de uma banda adicional, sendo que os individuos C5-
apresentam a banda usual e ndo a adicional. Estes individuos com a banda adicional
apresentam, entre outras diferengas, mais intensa acdo da enzima BChE e apresentam,
na média, 6 quilogramas a menos na massa corporal, em comparacdao com os individuos

Cs5-.

A existéncias destes dois variantes eletroforéticos ficaram sendo explicados
através da a¢do de dois alelos do gene CHE2, que determinam a presenca das bandas
usual e usual juntamente com a adicional. O gene CHE2 determina a formacdao de um
polipeptidio que se liga ao tetramero da BChE, na proteina madura, sendo, portanto,

BCHE e CHE2 dois genes, que outros trabalhos demonstraram nao estar ligados.

O polipeptidio que se liga ao tetramero BChE foi isolado, identificado e
posteriormente sequenciado, o que permitiu que se descobrisse que ¢ idéntico a um
polipeptidio rico em prolina determinado pelo gene RAPHI1, que forma a lamelipodina.
Posteriormente, localizando-se o gene RAPHI, verificou-se que esta no mesmo local,
situado no brago longo do cromossoma 2, em que ja se sabia estar, por trabalhos de

ligacao, o gene CHE2.
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Ambos sdo, portanto, um unico gene e os “alelos do gene CHE2” sdo, na
verdade, dois “alelos” do gene RAPHI, sendo que nos individuos com C5+ o
polipeptidio ¢ mais longo, provavelmente por haver no DNA (e no RNA) um cédon de
término alterado, o que faz que o polipeptidio seja traduzido até um outro cddon de
término a jusante, ou, alternativamente, que haja no DNA uma diferenca em relagdo ao

outro alelo que faga que um corte deixe de ocorrer nas modificagdes pds-traducionais.

Conhecer a origem evolutiva do gene RAPH1 pode aclarar o seu relacionamento
com o gene BCHE e também permitir compreender os motivos pelos quais o
polipeptidio desempenha duplo papel: na formacao do lamelipodio e na associagdo com

a BChE.
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8 CAPITULO 1 - ANALISE Do GENE RAPH1 Com Uso DE
FILOGENIAS

8.1 RESUMO

Foram analisadas arvores filogenéticas construidas com base em 53 sequéncias
de DNA e 53 sequéncias de aminoacidos, correspondentes ao gene RAPHI, de 48
diferentes espécies de animais, incluindo nematddeo, peixes, anfibio, réptil, mamiferos
e aves. Foram construidas arvores com as sequéncias inteiras € com segmentos delas
correspondentes aos dominios proteicos GM, RA, PH e EVHI e aos sitios de ligacdo de
proteinas que a compdem. Foram utilizados métodos de construgdo de filogenia

baseados em distancia, na Maxima Parcimonia e na Maxima Verossimilhanga.

8.2 INTRODUCAO

Um diagrama de arvore ¢ uma representagao grafica, com formato que lembra a
estrutura geral de uma arvore real e que tem por proposito mostrar relagdes entre coisas

de varias naturezas. (Amorin, 1997) (Mount, 2004)

Muitas vezes estes diagramas mostram relacdes de semelhanca e diferenca,
referentes geralmente a estrutura das coisas representadas, mas podem representar

caracteristicas das mais variadas naturezas.

Estes diagramas sdo muitas vezes usados para representar relagdes entre seres

vivos, e mais frequentemente relagdes entre suas estruturas morfologicas.

A forma de organizar e classificar os seres vivos com base nestas semelhangas e
diferencas ¢ denominada Fenética e se utiliza muito frequentemente de diagramas de

arvore.
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Uma vez feita a assung@o de algumas premissas, principalmente a origem unica
de todos os seres vivos considerados, a origem das espécies novas por subdivisdo das
espécies ja existentes e a ocorréncia de crescente divergéncia entre os seres vivos a
medida que o tempo passa, ¢ possivel utilizar um diagrama de arvore para representar

graficamente a historia evolutiva de um determinado grupo de espécies.

O diagrama, entdo, pode representar as relagdes de semelhancas e diferencas
gerais dos patrimonios genéticos, bem como as sequéncias de subdivisdao de espécies
ocorridas ao longo do tempo e ainda os tempos relativos que separam 0s eventos.
Dizendo de outro modo, mostra a historia das origens das espécies e seus graus de

parentesco.

Uma forma diferente de organizar e classificar os seres vivos toma por base nao
apenas as semelhancas e diferengas morfoldgicas, mas leva em conta as historias
evolutivas dos grupos por classificar. Esta forma ¢ denominada Cladistica ou

Sistematica Filogenética e utiliza-se igualmente de diagramas de arvore para descobrir

suas inter-relagdes e propor modos de classificar. (Graur & Li, 2000)

Mesmo que houvesse um consenso sobre qual ¢ a arvore, unica, que expressa a
historia da vida, seria dificil utiliza-la para, a partir exclusivamente dela e desprezando
todo o conhecimento anterior, construir uma nova classificagdo taxonomica. A extrema
irregularidade da historia dos seres vivos ndo permitiria a construgdo de uma
classificagdo 1til e pratica, se se pretendesse, com a classificacdo taxondmica, refletir a

historia da vida. (Nei & Kumar, 2000)

Mas, mesmo assim, ¢ uma tendéncia atual usar cada vez mais os conhecimentos
da historia evolutiva dos vivos para “corrigir” as classificagdes tradicionais, ou, dizendo
de outro modo, a taxonomia estd deixando de ser puramente fenética e passando

progressivamente a ser cladistica.
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Arvores filogenéticas sdo construidas a partir de caracteristicas dos vivos atuais,

a partir de seres vivos ja extintos ou de uma combinagao de ambos.

A maior parte delas foi construida a partir de caracteristicas morfologicas e,
dentre elas, principalmente os esqueletos rigidos, no que diz respeito as formas extintas.
E no que diz respeito as espécies atuais, principalmente a partir de caracteristicas

morfoldgicas, fisiologicas e embrionarias.

Filogenias desde muito foram reconstituidas através do uso de caracteristicas
morfologicas, mas surgiram na década de 1960 os primeiros métodos para construir
filogenias considerando a morfologia, porém quantificando os caracteres morfologicos
analisados. Usando exclusivamente valores numéricos, estatisticos, atribuidos aos
caracteres, filogenias passaram a ser construidas, em uma tentativa de deixar menos
subjetivos os procedimentos. Este método, ou conjunto de métodos, ¢ denominado
Taxonomia Numérica e foi proposto inicialmente por (Sokal & Sneath, 1973). Surgiram
independentemente, na mesma década, 1964, outras formas da construir filogenias de
forma numérica, que foram propostas inicialmente por (Cavalli-Sforza & Edwards,
1967), fazendo uso de frequéncias alélicas de varios sistemas genéticos para avaliar as

distancias relativas entre populagdes. (Diniz Filho, 2000) (Schneider, 2003)

A partir destes dois conjuntos de métodos numéricos, foram propostos muitos
outros, com a mesma idéia basica de quantificar diferencas e semelhangas entre grupos

de vivos, para entdo depois descobrir as provaveis relagdes filogenéticas entre eles.

Recentemente tem havido um crescimento extraordinario dos métodos para se
fazer inferéncia de filogenias, e isto se deve principalmente ao aumento da
disponibilidade de informacao genética referente as macromoléculas, proteinas, DNA e
RNA. Sequéncias de aminoacidos e de acidos nucleicos sdo propicias a avaliagdo

quantitativa proposta pelos métodos idealizados a partir da década de 1960, e, como
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varias melhorias na fidelidade, preco e rapidez dos métodos de obtencdo destas
sequéncias aumentaram muito a informag¢ao disponivel, houve também um aumento das

proposicdes de novas metodologias.

Embora praticamente todos os métodos de reconstituicdo de filogenia usados
atualmente estejam baseados na quantificacdo de diferencas, de semelhancas ou de
outros fatores, os métodos através dos quais as filogenias sdo feitas podem ser
classificados em trés principais grupos, cada um deles tendo como norteador um

diferente principio geral.

Os Métodos de Distancia, ou Geométricos, sao métodos que se baseiam nas
distancias encontradas ao se fazerem comparacdes entre sequéncias homologas de
aminoacidos ou nucleotidios. Sequéncias homologas de acidos nucleicos ou proteinas
pertencentes a diferentes grupos de seres vivos apresentam diferencas que sao
aproximadamente proporcionais ao tempo decorrido desde o momento em que os
grupos de seres vivos aos quais elas pertencem se separaram. E um pressuposto que as
diferengas que ocorrem por mutagdo e permanecem na sequéncia nucleotidica do gene o
fazem pelo fato de as novas sequéncias serem funcionalmente equivalentes as
anteriores, o que determina que o acumulo de alteragdes se dé em um ritmo constante.
Assim, a quantidade de diferenga que duas sequéncias apresentam equivale a distincia
que as separam em sua historia evolutiva, e esta ¢ a base para a construgao de filogenias

neste grupo de métodos.

Os Métodos de Maxima ParcimOnia baseiam-se em um principio relativamente
simples que consiste na minimiza¢do dos fendmenos evolutivos necessarios para
explicar a histéria dos grupos de seres vivos analisados. Quando sdo analisadas

sequéncias, os fendomenos evolutivos considerados sdo substituicdes de nucleotidios ou
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aminoacidos e os métodos optam por, dentre as filogenias possiveis, aquelas que

apresentem o menor nimero delas.

Os M¢étodos Probabilisticos, ou de Maxima Verossimilhan¢a, tém como base o
principio da maximizacdo da probabilidade de ocorréncia dos fendmenos necessarios
para originar as sequéncias de nucleotidios ou aminoacidos em estudo. Dizendo de
outro modo, os métodos probabilisticos, dentre todas as filogenias possiveis para
explicar a origem das sequéncias analisadas, opta por aquela que apresente a maior
probabilidade de ter realmente ocorrido. E 6bvio que, para que este célculo
probabilistico possa ser realizado, ¢ necessaria a adogao de um conjunto de modelos
evolutivos, com as correspondentes probabilidades de ocorréncia de cada um dos
possiveis fendmenos evolutivos. Para a escolha da melhor arvore, estes métodos levam
em conta todas as formas que os possiveis ancestrais comuns das sequéncias possam ter
tido, em todos os momentos de subdivisao de grupos taxondmicos. Sendo calculadas
todas as probabilidades de ocorréncia de todas as formas ancestrais das sequéncias
analisadas, sabe-se a probabilidade de ocorréncia de toda a arvore, o que permite
escolher a de maior probabilidade. Estes métodos além de determinarem a topologia,
que ¢ o “desenho” das arvores, forma ramos de diferentes comprimentos, determinados

a partir das probabilidades calculadas.

As arvores mencionadas até agora se referem a representacdes graficas que
mostram relagdes entre grupamentos de seres vivos, sejam eles espécies, grupamentos
taxondmicos de nivel mais elevado ou populacdes de uma mesma espécie. Mas uma
forma similar de representacdo, também com forma de arvore, lida diretamente com
genes. Nestes diagramas, apenas um gene, com suas formas ortélogas, ¢ analisado, sem
levar em conta em que grupos de seres vivos estas formas estavam presentes. Quando

posteriormente esta forma de arvore de genes ¢ comparada com as anteriormente
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mencionadas, sdo obtidas informagdes acerca de quando e onde as formas alélicas

surgiram e acerca de seu desaparecimento ou manutengao.

O proposito deste trabalho foi obter informacdes sobre a historia evolutiva das
espécies utilizadas, no que se refere ao gene RAPHI1 (Ras association (RalGDS/AF-6)

and pleckstrin homology domains 1).

A construcdo de filogenias, através de varias metodologias, permite atingir o
proposito de verificar se a histéria do gene, ao longo do tempo, nestas espécies, esteve
em concordancia com a historia evolutiva dos demais genes delas, o que equivale a
dizer, grosso modo, em concordancia com a historia evolutiva delas, inferida através de

muitos outros recursos.

8.3 MATERIAL E METODOS

O gene RAPHI foi o objeto do presente trabalho. E também chamado
informalmente de Gene da Lamelipodina e foi anteriormente nominado através de um
grande nimero de termos ainda presentes em grande parte dos trabalhos referentes a ele.
Através do HUGO Gene Nomenclature Committee foi fixado o nome do gene em Ras
Association (RalGDS/AF-6) and Pleckstrin Homology Domains 1 (RAPH1), deixando
como sinonimia os demais termos. Como codigo de nomenclatura foi fixado o termo

HGNC 14436.

Esse gene esta localizado no braco longo do cromossomo 2 e ¢ constituido por

17 éxons (Eppert, Wunder, Aneliunas, Tsui, Scherer, & Andrulis, 2005).

Cinquenta e trés sequéncias de aminoacidos e 0 mesmo numero de sequéncias de
nucleotidios, apresentadas nas tabelas 1, 2, 3, e 4, foram utilizadas para realizar as

comparagdes que permitiram estabelecer suas relagdes filogenéticas.
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Estas sequéncias foram obtidas através da Rede Internacional de Computadores
(Internet), principalmente das paginas Ensembl, do European Bioinformatics Institute e
do Wellcome Trust Sanger Institute, acessada através do Universal Resource Locator
(URL) <http: //www. ensembl.org/ index. html> e a do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), acessada através do URL <http: //www.

ncbi.nlm.nih.gov/ gquery/ gquery. fcgi>. (NCBI) (Ensembl)

As sequéncias encontradigas nestes bancos de informagao genética apresentam-
se em varios graus de completude e sob denominagdes que variam muito entre as

espécies, mesmo quando apresentam alto grau de similitude.

As espécies apresentadas na tabela 2 foram as 48 espécies das quais se
obtiveram, dos bancos de sequéncias disponibilizados na rede, 53 sequéncias
nucleotidicas, de DNA e de RNA, e 53 sequéncias aminoacidicas, que correspondessem
a uma parte razoavel da extensdo do gene. E, ainda, que estivessem anotadas sob a

denominagdo de RAPHI, ou sob quaisquer denominag¢des equivalentes.

Nestes bancos de informagdo genética, as sequéncias nucleotidicas depositadas
tanto correspondem a nucleotidios de acido desoxirribonucleico (DNA) do gene como
um todo, incluindo introns e éxons, quanto a nucleotidios de 4cido ribonucleico (RNA)
correspondentes principalmente a 4cidos ribonucleicos mensageiros (RNAm), em uma

ou mais das composic¢des alternativas utilizadas pelo organismo.

Foi feito o alinhamento das sequéncias obtidas, para avaliar sua completude e a
correspondéncia delas entre si. Para isto foi utilizado o programa alinhador de multiplas
sequéncias ClustalW, contido no programa Bioedit, da North Carolina State University,
obtido de sua pagina na rede, acessada através do URL <http: //www. mbio. ncsu. edu/

BioEdit/ BioEdit>. (BioEdit)
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Foram utilizadas no trabalho também sequéncias de aminoacidos
correspondentes as sequéncias nucleotidicas referidas. Estas correspondem aos RNAm
identificados e sequenciados que tiveram suas sequéncias nucleotidicas convertidas em
aminodcidos pelos proprios bancos fornecedores de sequéncias. Como no caso das
sequéncias de nucleotidios, as sequéncias de aminodcidos também foram alinhadas para
avaliar sua completude e a correspondéncia delas entre si. Para isto foi também utilizado
o programa alinhador de multiplas sequéncias ClustalW, contido no programa Bioedit,

da North Carolina State University. (Clustalw)

A cada gene correspondem, muitas vezes, mais de um RNAm, em suas varias
composigdes alternativas, e por isto, foi necessario descobrir a que sequéncia de
aminoacidos corresponderia um RNAm que incluisse todos os éxons do gene, utilizando
para isto a informagdo contida nas sequéncias de aminoacidos correspondentes a todos
os RNAm de um determinado gene. E isto s6 foi possivel com a realizagdo do
alinhamento entre todas as possiveis composi¢des alternativas de cada um dos genes de

cada uma das espécies, o que foi também realizado com o uso do programa ClustalW.

Para os alinhamentos inicialmente mencionados, foram utilizados os seguintes
parametros: penalidade para abertura de lacuna de 18 e penalidade para extensdo de
lacuna de 0,3 e para os posteriores, os seguintes: penalidade para abertura de lacuna de
0,1 e penalidade para extensdo de lacuna de 0,1. Todos os alinhamentos foram

inspecionados e corrigidos, quando necessario, manualmente.

As sequéncias de aminoacidos das espécies que as apresentaram com maior grau
de completude foram divididas, cada uma delas, de acordo com a correspondéncia de
seus segmentos com a sequéncia de aminoacidos do gene humano. Ou seja, as proteinas
de todas estas espécies foram divididas de acordo com a segmentagdo da proteina

humana Lamelipodina em dominios proteicos. Portanto, com esta subdivisdo, foi
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possivel adotar para cada um dos dominios da proteina, os procedimentos adotados para

as proteinas inteiras.

Uma vez alinhadas, ajustadas, corrigidas, montadas e delimitadas, estas
sequéncias todas, de aminoacidos e nucleotidios, serviram de base para a construgao das
arvores que expressam suas relacdes filogenéticas, permitindo analisar visualmente as

semelhancas e diferencas entre elas.

Para estas construcoes, foram utilizados cinco métodos, baseados nos trés mais
importantes principios norteadores da construgdo de arvores filogenéticas. Os métodos
utilizados foram de Maxima Verossimilhangca (ML), Neighbor Joining (NJ), de
Evolugao Minima (ME), Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages
(UPGMA) e de Maxima Parcimonia (MP), sendo que os métodos Neighbor Joining, de
Evolugao Minima e Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages sao
métodos de distancia, ou também chamados métodos geométricos. O método de
Miéxima Verossimilhanga ¢ um método probabilistico, enquanto que o de Maxima

Parcimoénia ¢ denominado pelo proprio principio que o norteia. (Amorin, 1997)

Todos estes métodos foram utilizados através do programa MEGA, em sua

versao 5.05, disponivel através da URL <http://www.megasoftware.net/mega.html>.

Com a finalidade de tentar elucidar os fendomenos evolutivos ocorridos com o
gene RAPHI, o gene foi tomado ndo s6 por inteiro, mas também por seus trechos
correspondentes aos dominios das proteinas determinadas pelo gene e aos sitios de
ligagdo de proteinas presentes nele. Portanto, cada uma das 53 sequéncias de
aminoacidos foi segmentada em seus dominios proteicos, que no caso de RAPHI sdo os
dominios GM, RA, PH e EVHI, e nos sitios de ligacdo de proteinas, que no caso sido o

sitio de liga¢do da Profilina e o sitio de ligacdo da SH3.
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Foram construidas arvores filogenéticas com os segmentos de aminoacidos
correspondentes a cada um destes dominios e sitios de ligacdo, com todas as sequéncias
disponiveis. E, para isto, foram utilizados métodos de constru¢dao de arvores baseados
na distancia, bem como um baseado no principio de Maxima Parcimonia e outro, no

principio da Maxima Verossimilhanca.

8.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as sequéncias polipeptidicas utilizadas foram comparadas no que diz
respeito a sua composicdo de aminoacidos, o que pode ser visualizado na Tabela 6,
Tabela 7, Tabela 8 e Tabela 9. Como exemplo foram mostradas, nas figuras 1, 2, 3, 4, 5,
e 6, as composi¢oes aminoacidicas de polipeptidios de seis das espécies utilizadas,

pertencentes a diferentes grupos taxonomicos.

Arnino Acid Cormposition

Mol %

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His s Lys Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr Wal
Aming Acid

Figura 1 - Composi¢ao Aminoacidica do Gene 1 de Takifugu rubripes
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Amino Acid Composition
Henopus tropicalis ENSXETTO00000E1421

% 100

Aminn Acid

Figura 2 - Composi¢cdo Aminoacidica de Xenopus tropicalis

Arnino Acid Cormposition
Anolis carolinensis ENSACATO0000004500

Aming Acid
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Mol %

Figura 3 - Composicdo Aminoacidica de Anolis carolinensis

Amino Acid Composition

Lys Leu Met 2sn Pro
Aming Acid

Figura 4 - Composi¢do Aminoacidica de Gallus gallus
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Mol %

Mal %

Amino Acid Composition
Hormmo sapiens EMSTO000D37445

Leu et
Amino Acid

Figura 5 - Composi¢do Aminoacidica de Homo Sapiens

Amino Acid Composition
Caenorhabditis elegans F10E9.6

Lys Leu Met Azn Fro
Amino Acid

Figura 6 - Composi¢do Aminoacidica de Caenorhabditis elegans
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Como mostra a Figura 7, estes seis polipeptidios foram comparados, quanto a
hidrofobicidade ao longo da sequéncia de aminodcidos, deixando evidente que as
diferencas sdo grandes entres os polipeptidios das diferentes espécies, em alguns trechos

deles, mas s3o muito pequenas em outros.

Boyko Scale Mean Hydrophilicity Profile
Scan-windows size = 100

Msan Hydraphilicty

Homo sapiens ENSTO0000374453
Gallus gallus ENSGALTO000001 4120
Anolis carolinensis ENSACAT 00000004500

enopus tropicalis ENS»ETTO00000E1 421
i Takifugu rubripes genel ENSTRUTO0000020863
| | Il caenohabtis elegans FI0ES 60

Position

Figura 7 — Hidrofobicidade em RAPH]1 de seis espécies

Os diferentes dominios funcionais do transcrito do gene RAPHI1 humano,
mostrado na figura 8 abaixo, permitem compreender em parte as diferengas de

hidrofobicidade ao longo do transcrito do gene, entre as seis espécies comparadas

acima.
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Protein

Low complexity ...
Coiled-coils (Nco

Superfamily do...

SMART domain

Prints demain Pnculin Rishl_extensin
Paxllin
FROL217
e betaB
Pfam domain mgy
Ras-assoc
PROSITE profiles e PEsees

Heaemn ooy

Variations

Scale bar 200 400 600 2800 1000 1250

Legend Mon-synonymous coding Synonymous coding

Figura 8 - Dominios funcionais do transcrito do gene RAPH1 em Homo sapiens
(ENSP00000316543)

Fonte: http://www.ensembl.org/ Homo sapiens/ Transcript/ ProteinSummary

?2db=core;g=ENSG00000173166; 1=2:204259068-204400133; t=ENST00000319170

(Ensembl)

8.4.1 ARVORES DE CDNA DE 53 SEQUENCIAS

Utilizando o Método de Maiaxima Verossimilhanca, a arvore filogenética
construida com as 53 sequéncias de DNA disponiveis, de 48 diferentes espécies,

mostrou muitas caracteristicas que ja se esperavam encontrar.

Os peixes todos formaram um unico conjunto monofilético, proximo a Xenopus

e com dois subconjuntos bem delimitados.

As aves encontraram-se juntas, formando um conjunto monofilético, com Gallus
e Meleagris mais proximos entre si que de Taeniopygia, porém o conjunto todo das aves
ficou afastado dos demais tetrapodos, permanecendo junto com Caenorhabditis, que,

como era de se esperar, encontrou-se afastada de todas as demais espécies.

Os trés marsupiais formaram também um grupo monofilético e os primatas
formariam também, se ndo fossem excegdes Tarsius e Microcebus, que, nao ficando
entre os primatas, ficaram mais proximos de roedores e lagomorfos, respectivamente.
Mas, dentro dos primatas, os simios formaram, estes sim, um grupo monofilético, com

Homo e Pan bem proximos e Gorilla junto a ambos.

41



As duas espécies de morcego utilizadas posicionaram-se muito distantes entre si:

uma proxima aos primatas e outra junto a Ailuropoda.

Os carnivoros também ndo ficaram proximos entre si: Felis aproximou-se de
roedores, Ailuropoda aproximou-se de um morcego ¢ Canis ficou préximo, mas nao

muito, de um grupo bem diversificado, com artiodactilos, perissodactilos e primatas.

Nao ocorreu a proximidade esperada entre Bos e Sus, como artiodactilos, e nem
sua proximidade com Tursiops, que se sabe pertencer a um grupo, cetdceos, que ¢

filogeneticamente aproximado dos artiodactilos.

Tupaia e Sorex ficaram, como se esperava, relativamente juntos, por
pertencerem a grupos filogeneticamente proximos, Scandentia e Soricomorpha, que até

algum tempo estavam sob uma Unica denominacdo: Insetivoros.

Os lagomorfos ficaram juntos e proximos a Erinaceus.

Nas construgdes das arvores com métodos de distancia e de Maxima Parcimonia,

observaram-se algumas diferencas em relagao a arvore de Maxima Verossimilhanga.

Nos métodos de distancia, os peixes, em sua grande maioria, s mantiveram

agrupados, porém com Latimeria ¢ Petromyzon afastados.

Os lagomorfos e Erinaceus permaneceram juntos entre si € as aves também,
porém elas, nos métodos de distancia, ficaram mais proximas dos peixes, € nao
afastadas de todas as demais espécies, como se observou no método de Maxima

Verossimilhanga.

Os marsupiais formaram, como havia ocorrido no método de Méxima
Verossimilhanca, um grupo monofilético, e isto se deu tanto nos métodos de distancia,

quanto no de Maxima Parcimonia.
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Algumas espécies que se esperava que formassem grupo monofilético na arvore
de Méxima Parcimdnia, realmente formaram, como ocorreu com os lagomorfos entre si,

com 0s marsupiais, com os roedores e com os artiodactilos.

Primatas teriam também constituido um grupo monofilético, se ndo fosse o caso

de Tarsius e Microcebus ficarem afastados do restante do grupo.

8.4.2 ARVORES DE CDNA DE 39 SEQUENCIAS

Com Método de Maxima Verossimilhanca, foi construida uma arvore
filogenética com as 39 melhores sequéncias de DNA, no que diz respeito a sua

completude, dentre todas as sequéncias disponiveis.

Os primatas quase formaram um grupo monofilético, isto s6 ndo ocorrendo pelo
fato de Microcebus ter ficado fora do grupo, proximo a roedores, e também por ter
ficado dentro um par de espécies formado por Ailuropoda e Pteropus. Esta proximidade
de Microcebus com roedores foi observada na arvore construida com 53 sequéncias, e

mantida nesta.

Mas, dentro dos primatas, os simios ndo formaram um grupo monofilético por

terem ficado dentro Callithrix e o par de espécies acima mencionado.

Os peixes todos formariam um Unico conjunto monofilético, se Latimeria nao
tivesse ficado de fora do grupo, posicionada mais proximamente do tetrapodos, o que
nao ¢ estranho pelo fato de esta espécie ser originaria do grupo de peixes que os formou.
Os demais peixes formaram os dois grupos ja observados nas outras arvores

filogenéticas.

As aves encontraram-se juntas, formando um conjunto monofilético, com Gallus

e Meleagris mais proximos entre si que de Taeniopygia. Este conjunto ficou, como era

43



de se esperar, proximo aos demais tetrapodos, e ndo afastado deles como se observou na

arvore formada com as 53 sequéncias.

Caenorhabditis ficou estranhamente muito mais proxima das aves do que de

todos os outros cordados.

Anolis, por sua vez, ficou proxima ao grupo dos tetrdpodos, porém ficou mais

proxima as aves que aos demais membros do grupo.

Vicugna, que havia ficado afastada de Bos, na arvore de Maxima
Verossimilhanga de 53 sequéncias, permaneceu afastada nesta, porém, em ambas, ficou

muito proxima de Choloepus.

As duas espécies de carnivoro ficaram, tanto na arvore de Maxima

Verossimilhanga de 53 sequéncias quanto nesta, bastante afastadas entre si.

As duas espécies marsupiais formaram um grupo monofilético, como também as

duas espécies de roedores.

Oryctolagus, que havia formado grupo monofilético na arvore de Maxima

Verossimilhanga de 53 sequéncias com Ochotona ficou proxima de Loxodonta.

Nas construgdes das arvores com sequéncias de DNA com métodos de distancia
e de Maxima Parcimodnia, observaram-se algumas diferencas em relagdo a arvore de
Maxima Verossimilhanca. Os peixes agruparam-se nas arvores construidas por métodos
de distancia, ficando, no entanto, Latimeria e Petromyzon afastados. Na darvore
construida por Mdéxima Parcimdnia o mesmo ocorreu, ¢ em todos estes casos
Petromyzon afastou-se de peixes e tetrdpodos e Latimeria, afastando-se dos peixes

aproximou-se dos tetrapodos.

44



As aves formaram grupo monofilético nas arvores formadas por quaisquer
métodos, ficando sempre Gallus e Meleagris mais proximas que qualquer uma delas de

Taeniopygia.

Oryctolagus ficou proxima de Cavia, como era de se esperar, nas arvores dos
métodos de Maxima Verossimilhanca, NJ e Maxima Parcimonia, ficando afastada, no

entanto, na de UPGMA.

Quanto aos primatas, o par de espécies Ailuropoda e Pteropus impediu que se
formasse um grupo monofilético nas arvores formadas por Maxima Verossimilhanga e
NJ, o afastamento de Gorilla fez o mesmo na de UPGMA, mas os primatas ficaram
todos reunidos na arvore de Maxima Parcimdnia, nas quais formaram grupo

monofilético, com os simios formando também.

Os marsupiais formaram, como havia ocorrido no método de Maxima
Verossimilhanca, um grupo monofilético, e isto se deu tanto nos métodos de distancia,

quanto no de Méaxima Parcimonia.

8.4.3 ARVORES DE AMINOACIDOS DE 53 SEQUENCIAS

Com as 53 sequéncias de aminoacidos disponiveis, de 48 diferentes espécies, foi
construida uma arvore filogenética, utilizando o Método de Maxima Verossimilhanga, e

muitas caracteristicas que ja se esperavam encontrar, foram observadas.

Os peixes todos constituiram um unico conjunto monofilético, com excec¢do de
Petromyzon, que ficou afastada de todas as espécies, e de Latimeria, que, atastando-se
dos peixes, ficou proxima de todos os tetrapodos. Os demais peixes ficaram reunidos,
formando dois subconjuntos simétricos, constituidos pelos genes RAPHI1 que a maior

parte dos peixes estudados apresenta em duplicidade.
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As aves encontraram-se juntas, formando um conjunto monofilético, com Gallus
e Meleagris mais proximos entre si que de Taeniopygia, porém com Xenopus e Anolis
mais proximas delas do que era de se esperar, uma vez que ndo ha motivo para se
esperar mais proximidade entre anfibios e répteis com aves do que com qualquer outro

grupo de tetrapodos.

Os trés marsupiais formaram também um grupo monofilético, como também
formaram os lagomorfos, que ainda mantiveram proximidade com Cavia e Mus, como

era de se esperar, embora Dipodomys nao tenha se posicionado proximamente.

As duas espécies de morcego utilizadas posicionaram-se separadamente uma de

outra € 0 mesmo ocorreu entre Sus € Bos, € entre estes € Tursiops.

Quanto aos carnivoros, ficaram proximos entre si Felis ¢ Canis, mas estes se
distanciaram de Ailuropoda, que nao manteve proximidade com nenhum grupo em

particular.

Tupaia ficou proxima de Bos e ndo de Sorex, que por sua vez ficou proxima de

Equus, carnivoros e primatas.

Quatro dos primatas formaram também um grupo monofilético, mas se
posicionaram como excec¢des Tarsius, que ficou junto a roedores e lagomorfos,
Nomascus, que ficou proximo a Erinaceus, Microcebus, que ficou junto a alguns
carnivoros, Otolemur que se aproximou de Procavia e Gorilla, que ficou junto a Equus.
Mas, dentro dos primatas, os simios, excetuando Gorilla, formaram, estes sim, um

grupo monofilético, com Homo e Pan bem proximos e Pongo junto a ambos.

Observaram-se algumas diferengas, nas construgdes das arvores com métodos de

distancia, NJ e UPGMA, em relagdo a arvore de Maxima Verossimilhanga.
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Os peixes ficaram, naquelas arvores, divididos em dois grupos bastante
simétricos, porém ficando um destes dois grupos mais préximo do grupo formado pelos
tetrdpodos do que do outro grupo de peixes. Na arvore formada por Mixima
Parcimoénia, ocorreu o mesmo, porém com a excecdo de Latimeria e Petromyzon. Esta
espécie ficou afastada de todas as espécies de peixes e tetrapodos e, também, Latimeria
ficou afastada de peixes, mas mais proximamente posicionada dos tetrapodos, o que se
justifica em func¢do da proximidade filogenética que se sabe existir entre o grupo que

originou os tetrapodos e aquele que originou os atuais Latimeria.

A simetria observada nestes casos ocorreu em funcdo de alguns peixes
apresentarem dois genes RAPHI1, e a maior proximidade de um destes grupos de peixe
com os tetrdpodos se da em fungdo de uma das formas pardlogas do gene ser mais

proximamente aparentada com o gene presente nos tetrapodos.

Na arvore construida por NJ, Gallus e Meleagris ficaram juntas e Taeniopygia
afastada delas e mais proxima de Xenopus, mas nas construidas por UPGMA e por

Maxima Parcimonia elas ficaram todas juntas.

Nesta mesma arvore construida por NJ, as espécies de carnivoros, Felis, Canis ¢
Ailuropoda ficaram separadas, mas na construida por UPGMA, as duas primeiras
ficaram juntas e a ultima ¢ que ficou distante delas. J4 na construida por Maxima

Parcimoénia, os carnivoros formam um grupo monofilético, mas com Equus junto a eles.

Na arvore construida pelo método de Maxima Verossimilhanca, os marsupiais
formaram um grupo monofilético, e isto se deu também nas arvores formadas por NJ,

UPGMA e por Maxima Parcimonia.

Os morcegos, na arvore construida pelo método de Maxima Verossimilhanga,

ficaram proximos e ndo formaram grupo monofilético, mas ja, na arvore formada por
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Maxima Parcimoénia, formaram, embora tenham ficado afastados nas arvores de NJ e

UPGMA.

Os Primatas teriam também constituido, na arvore formada por Maxima
Parcimonia, um grupo monofilético, se ndo fosse o caso de Tarsius e Microcebus
ficarem afastados do restante do grupo. O mesmo que foi observado aqui, entre os
primatas, com as arvores de aminoacidos, foi observado quando foi construida a arvore
com o cDNA das mesmas espécies. De maneira idéntica, os simios também, entre os

primatas, formaram um grupo monofilético.

8.4.4 ARVORES DE AMINOACIDOS DE 39 SEQUENCIAS

Foi construida uma 4arvore filogenética, utilizando o Método de Maxima
Verossimilhanga, com as 39 melhores sequéncias de aminoacidos, no que diz respeito a

sua completude, dentre todas as sequéncias, de diferentes espécies, disponiveis.

Tal como foi observado na arvore com 53 sequéncias, nesta arvore os peixes
todos constituiram um Unico conjunto monofilético, com excecdo de Petromyzon, que
ficou afastada de todas as espécies, e de Latimeria, que, afastando-se dos peixes, ficou
proxima de todos os tetrapodos. Nesta arvore também, os demais peixes ficaram
reunidos, formando dois subconjuntos simétricos, constituidos cada um deles por um ou
outro dos genes RAPHI que a maior parte dos peixes estudados apresenta em

duplicidade.

As aves encontraram-se juntas, formando um conjunto monofilético, com Gallus

e Meleagris mais proximos entre si do que cada um deles de Taeniopygia.

Xenopus posicionou-se mais proximamente das aves do que era de se esperar,

uma vez que ndo hd motivo para se esperar mais proximidade de anfibios com elas do
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que com qualquer outro grupo de tetrdpodos. Algo muito préximo disto foi observado

na arvore de 53 sequéncias.

Formaram grupo monofilético, também, os marsupiais, € os primatas todos
formariam também, se nao fosse o fato de Microcebus ter ficado distante dos demais e
proxima dos carnivoros, que, por sua vez, ficaram também juntos. Dentre os primatas,
os simios também ficaram reunidos e formando dois subgrupos, estando em um deles

Pongo e Nomascus e em outro Homo, Pan e Gorilla, o que ja se tinha como esperado.

Os roedores, além de formarem grupo monofilético, ficaram junto a
Oryctolagus, o que era de se esperar pela grande proximidade filogenética dos dois

grupos que se sabe existir.

Os morcegos ficaram distantes entre si, tendo um deles ficado relativamente

proximo aos primatas € o outro bem junto a roedores e lagomorfos.

Os carnivoros ficaram proximos entre si € os artiodactilos, também, ficaram

juntos e relativamente proximos aos primatas.

Nas arvores construidas com métodos de distancia, NJ e UPGMA, observaram-

se algumas diferencgas em relacdo a arvore de Maxima Verossimilhanga.

Os peixes ficaram, na arvore de UPGMA, divididos em dois grupos bastante
simétricos, porém com um destes dois grupos mais proximo do grupo formado pelos
tetrdpodos do que do outro grupo de peixes. Nas arvores formadas por Maxima
Parcimdnia, NJ e Maxima Verossimilhanga ocorreu também a subdivisdo em dois
grupos simétricos, porém sem que houvesse maior proximidade de um dos dois grupos

com o grupo dos demais tetrapodos.

Como ocorreu nas arvores de 53 sequéncias, a arvore construida por NJ,

apresentou Gallus e Meleagris juntas e Taeniopygia afastada delas e mais proxima de

49



Xenopus, mas nas construidas por Maxima Verossimilhanga, UPGMA e por Maxima

Parcimonia, elas ficaram todas juntas.

Os carnivoros ficaram sempre juntos, nas arvores construidas por todos os

métodos.

Os marsupiais s6 ndo formaram um grupo monofilético na arvore formada por

UPGMA, ficando juntos nas demais.

Os Primatas teriam constituido, na darvore formada por Maéxima
Verossimilhanga, um grupo monofilético, se ndo fosse o caso de Microcebus ficar
afastada do restante do grupo. Na arvore formada por Maxima Parcimonia, ocorreu algo
similar, tendo ficado afastadas Microcebus e Otolemur, que, embora juntas,

aproximaram-se mais dos artiodactilos e carnivoros que dos demais primatas.

8.4.5 DOMINIOS

O gene RAPHI foi tomado ndo s6 por inteiro, mas também por seus trechos
correspondentes aos dominios das proteinas determinadas pelo gene e aos sitios de
ligagdo de proteinas presentes nele. Portanto, cada uma das 53 sequéncias de
aminoacidos foi segmentada em seus dominios proteicos, que no caso de RAPHI sdo os
dominios GM, RA, PH e EVHI, e nos sitios de ligagao de proteinas, que no caso sao os
sitios de ligacdo da Profilina e os sitios de ligagdo da SH3. Foram construidas arvores
filogenéticas com os segmentos de aminoacidos correspondentes a cada um destes

dominios e sitios de ligacdo, com todas as sequéncias disponiveis.

M¢étodos de construg¢ao baseados na distancia foram utilizados, bem como um
baseado no principio de Méxima Parcimoénia e outro, no principio da Maxima

Verossimilhanca.
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Os sitios de ligacdo da SH3 sdo 8 sitios e a montagem de arvores filogenéticas
com eles ndo se mostrou de nenhuma utilidade. A informacao gerada foi desencontrada
e mostrava Obvia falta de relacdo com a histdria evolutiva dos grupos estudados. Isto foi
devido provavelmente as pequenas dimensdes dos sitios, que tém comprimento

variando de 18 a 21 nucleotidios.

Os sitios de ligagdo da proteina Profilina apresentaram um padrao de
semelhancas e diferengas proximo ao do gene como um todo, com excec¢ao de Mus e
Oryctolagus, roedor e lagomorfo, e de Monodelphis e Meleagris, marsupial e ave, que

se distanciaram bastante dos demais.

Os sitios RA, PH e GM mostram proximidade entre os peixes, € também entre as
aves. Mostram separacdo de Caenorhabditis dos demais e também de Petromyzon em

GM e PH.

Entre primatas esta proximidade ndo € tdo pronunciada, com exce¢do dos simios
que tém uma proximidade evidente. Os peixes apresentam-se proximos € com nitida
separagdo das demais espécies, mas mostram um grau de diversidade maior do que a

encontrada entre os tetrapodos.

8.5 CONCLUSOES

Observando os resultados mostrados nas arvores filogenéticas construidas,
podemos chegar a algumas conclusdes. As arvores foram construidas tanto com todas as
53 sequéncias de nucleotidios, quanto com as 53 sequéncias de aminoacidos. Foram
construidas também com as 39 melhores sequéncias de nucleotidios, como também com
as 39 melhores sequéncias de aminoacidos. E, em cada um destes casos, as arvores
foram construidas utilizando dois métodos de distancia, NJ e UPGMA, um método de

Maxima Parcimonia e um Método de Maxima Verossimilhanca.
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Embora tenham ocorrido muitas diferencas entre os resultados, o que ja se sabia
que ocorreria, em virtude das diferentes metodologias, que se baseiam em diferentes
premissas, algumas caracteristicas deles foram recorrentes. As aves permaneceram
juntas muito proximamente. O mesmo ocorreu com 0s marsupiais € com os roedores.
Os lagomorfos ficaram proximos aos roedores na maior parte dos casos. Caso oposto
foram os morcegos, que raramente permaneceram juntos, aproximando-se ora de um
grupo, ora de outro. Os artiodactilos também ndo permaneceram juntos muito
frequentemente. Os primatas apresentaram algum grau de coesdo, mas dentre eles os

simios ficaram bastante proximos.

Xenopus variou bastante de posicdo, raramente ficando entre os peixes € 0s
demais cordados, que ¢ onde se esperava que ficasse. Algo similar ocorreu com Anolis,
que poucas vezes situou-se entre os peixes € os demais cordados, ou entre Xenopus € os

demais cordados.

Caenorhabditis ticou afastada de todas as espécies, Petromyzon junto aos

peixes, mas mais afastada de cada um deles do que eles entre si.

Latimeria algumas vezes ficou entre os peixes, mas sendo a mais distante deles,
com excegdo de Petromyzon, e outras vezes ficou entre os peixes ¢ os tetrapodos. Mas
em ambos os casos ficou em uma situagdo proxima da situacdo na qual se esperava
encontra-la em virtude da proximidade filogenética que se sabe existir entre o grupo que

originou os tetrapodos e aquele que originou os atuais Latimeria.

Os peixes permaneceram juntos quase sempre, formando grupo monofilético,
mas apresentando uma subdivisdo com bastante simetria. Esta simetria se deve ao fato
de varios peixes apresentarem o gene RAPHI em duplicidade, e em decorréncia disto,
os peixes colocarem-se em posicdes semelhantes, em um e outro grupo. Cada um dos

genes paralogos forma um dos subgrupos, que assim faz que haja, para cada espécie de
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gene duplo, um gene em cada subgrupo. Em alguns casos um destes subgrupos
aproximou-se mais dos tetrapodos do que do outro subgrupo, o que era de se esperar,
uma vez que um dos genes paralogos ¢ o gene mais proximamente aparentado com o

gene presente nos tetrapodos.

Pode-se dizer, entdo, em termos gerais, mas com algumas excegdes, que o gene
RAPHI, nas espécies estudadas, tem sua histéria evolutiva muito proéxima da historia
evolutiva de todo o restante do genoma. E infere-se que, com os diferentes graus de
conservagao que as diferentes por¢des do genoma apresentam, o gene RAPH1 manteve

sua estrutura basica e acumulou diferencas de forma similar ao restante do genoma.

No que diz respeito ao gene em si, pode-se observar, da Figura 31 até a Figura
58, que os dominios proteicos GM, RA, PH e EVHI apresentam um grau de alteracdo
de sua estrutura muito inferior ao observado no gene inteiro, para o conjunto de espécies
analisadas como um todo. Este fato, naturalmente, ja se esperava, uma vez que 0s
dominios sdo os principais responsaveis pelo desempenho fisioldgico das proteinas, o
que leva a um maior grau de preservagdo de suas estruturas ao longo da histdria

evolutiva do gene.
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9 CAPITULO 2 - ANALISE EVOLUTIVA DO GENE RAPH1 EM
ALGUMAS ESPECIES DE PEIXE

9.1 RESUMO

Em algumas espécies de peixe o gene RAPHI (Ras association (RalGDS/AF-6)
and pleckstrin homology domains 1) apresenta-se duplicado, com duas formas
semelhantes, porém nao idénticas. Esta analise, que incluiu os genes de cinco espécies,
deixou evidente que os dez genes retnem-se, por semelhanga, nitidamente em dois
grupos, cada um dos quais incluindo cinco genes, um de cada uma das cinco espécies, o
que sugere que a duplicagcdo do gene tenha ocorrido em época anterior aos momentos de
especiagdo que separaram as cinco espécies. A andlise evidencia, também, que genes de
espécies que apresentam copia Unica, entre alguns peixes, anfibio, réptil, aves e
mamiferos, sdo, todos eles, mais estreitamente aparentados com apenas um destes dois
grupos. Isto deixou evidente que a duplicagdao do gene RAPHI1 ocorreu em um ancestral
comum a todas as espécies analisadas e ndo em um ancestral comum as espécies que

apresentam dois genes RAPHI.

9.2 INTRODUCAO

A sequéncia do gene RAPHI (Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin
homology domains I) foi identificada por (Nagase, Kikuno, Hattori, Kondo, Okumura,
& Ohara, 2000) em um projeto desenvolvido para sequenciar cDNA humano de genes
nao identificados, obtidos de amostras do cérebro e hipocampo. Os autores obtiveram o
sequenciamento completo de 100 cDNAs, e dentre estas sequéncias estava a do gene

RAPHI, cuja localizacao foi determinada no cromossomo 2. Além disso, os autores
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observaram que o produto do gene RAPHI, nomeado como KIAA1681, apresentava
1236 aminoacidos e 33% de identidade com a sequéncia da proteina Grbl0 de
camundongo. (Eppert, Wunder, Aneliunas, Tsui, Scherer, & Andrulis, 2005) refinaram
a localizagdo do gene RAPHI como 2q33 e também observaram homologia com as
proteinas humanas Grb7, Grb10 e Grb14 (29% a 35% de identidade), levando os autores

a sugerir um possivel papel desta proteina na migracao e sinalizagdo celulares.

Genes RAPH1 existem em cordados, tanto em peixes, anfibios e répteis quanto
em mamiferos e aves. Na grande maioria das espécies, este gene ¢ unico no genoma. No
entanto, em algumas delas, apenas em algumas das espécies de peixe, existem dois

genes RAPH1, nao idénticos, mas semelhantes.

Para tentar elucidar os acontecimentos evolutivos envolvendo os genes RAPHI
verificamos se estes genes existentes em dose dupla nestas espécies assemelham-se

mais aos genes das outras espécies que ao outro gene RAPHI da mesma espécie.

9.3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas dez sequéncias de aminoacidos, obtidas do Protein Database,
NCBI dos dez polipeptidios produzidos a partir dos dez genes RAPHI das cinco
espécies de peixe que apresentam genes em duplicidade (Danio rerio, Gadus morhua,
Gasterosteus aculeatus, Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis) e submetidas a um
alinhamento com o programa ClustalW, utilizando os seguintes pardmetros: penalidade
para abertura de lacuna de 18 e penalidade para extensdo de lacuna de 0,3. (NCBI)

(Clustalw) (BioEdit)

Tabela 1 - Sequéncias de aminoacidos de genes paralogos

Danio rerio genel ENSDART00000061156 modif
Danio rerio gene2 ENSDART00000088290
Gadus morhua genel ENSGMOT00000007333
Gadus morhua gene2 ENSGMOT00000000606 modif
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Gasterosteus aculeatus genel ENSGACT00000011348
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACT00000020022
Takifugu rubripes genel ENSTRUT00000020869
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040469
Tetraodon nigroviridis genel ENSTNIT00000017769
Tetraodon nigroviridis gene2 ~ ENSTNIT00000014686

O alinhamento foi inspecionado e corrigido, quando necessario, manualmente.
Uma vez alinhadas, estas sequéncias serviram de base para a montagem de uma arvore
filogenética que nos permitiu visualizar as semelhancas e diferengas entre genes e
espécies. O método de montagem das arvores foi o de Maxima Verossimilhanga
utilizando 0 programa MEGAS5.05, disponivel em

<http://www.megasoftware.net/mega.html>. (Mega4)

9.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma arvore obtida estd mostrada na Figura 66, e nela pode-se observar bem que
as sequéncias reunem-se nitidamente em dois grupos bem diferenciados, havendo uma
sequéncia de aminoacidos de cada espécie em cada um dos dois grupos. O mesmo

aparece mais nitidamente na Figura 67.

Um dos grupos (grupo A) € constituido pelos genes Danio rerio gene 1, Gadus
morhua gene 2, Gasterosteus aculeatus gene 2, Takifugu rubripes gene 1 e Tetraodon
nigroviridis gene 1, enquanto o outro grupo (grupo B) ¢ formado por Danio rerio gene
2, Gadus morhua gene 1, Gasterosteus aculeatus gene 1, Takifugu rubripes gene 2 ¢

Tetraodon nigroviridis gene 2.

A arvore mostra ainda perfeita simetria, com igual relacionamento filogenético

entre as cinco espécies em ambos 0s grupos.
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Mostra maior proximidade entre as espécies Takifugu rubripes e Tetraodon
nigroviridis, o que era de se esperar, uma vez que ambas sdo, nas classificacdes
tradicionais, posicionadas na mesma familia Tetraodontidae, da ordem
Tetraodontiformes, da superordem Acanthopterygii. Proximas a estas duas espécies,
estd Gasterosteus aculeatus, que pertence a familia Gasterosteidae, da ordem
Gasterosteiformes, da mesma superordem Acanthopterygii. Pouco mais afastada, ficou
Gadus morhua, que pertence a familia Gadidae, da ordem Gadiformes, de outra
superordem, Paracanthopterygii. A espécie mais distante de todas as demais ¢ Danio
rerio, o que ¢ compativel com as classificagdes tradicionais que colocam sua familia
Cyprinidae da ordem Cypriniformes em outra superordem, Ostariophysi, mais distante
de todas as demais. (Helfman, Collette, Facey, & Bowen, 2009) (Lagler, Bardach,

Miller, & Passino, 1977) (Amorin, 1997) (Moyle & Chech Jr, 2003)

Como pode ser visto na Figura 9, todas estas cinco espécies que apresentam
genes RAPHI duplicados pertencem aos peixes 0sseos, superclasse Osteichthyes, com

nadadeiras com raios, classe Actinopterygii, infraclasse Teleostei.
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Dominio Eucaria

Reino Animalia

Filo Chordata

Infrafilo Cyclostomata (peixes s mandibula)
Classe Myxim peixe-bnmxa
Classe Hyperoartia lampreia

Infrafile Gnathostomata (perxes mandibulades)

Classe Chondrichthyes (peixes cartilaginosos)

subelasse : Elasmobranchii tubardo raia
subclasse Holocephali quimera
Superclasse Osteichthyes (peixes dsseos)
Classe Sarcopterygii (nadadeiras camosas)
Subclasse Actinistia celacanto
Subelasse Dipnol peixes pulmonados piramboia
Classe Actinopterygi, (nadadeiras ¢ raios)
Infraclasse Holosten Awia calva, Lepisostens
Infraclasse Chondrostei esturjio
Infraclasse Teleostel
Superordem Paracanthopteryei
Ordem Gadiformes
Familia Gadidae bacalhan
Superordem Acanthopterygu
Ordem Belomformes
Familia Adrianichthyidae Oryzias
Ordem Tetracdontiformes
Familia Tetraodontidae baiacu
Ordem Gasterosteiformes
Familia Gasterosteidae esgana gato
Ordem Cyprincdontiformes
Ordem Perciformes
Ordem Cyprimiformes
Familia Cyprinidae panlistinha

Figura 9 — Taxonomia dos Peixes

Em todas as outras espécies analisadas, de aves, mamiferos, anfibio e réptil, s6
ha um gene RAPHI. Nas espécies de peixe Latimeria chalumnae, Oryzias latipes e

Petromyzon marinus, parece haver também um Unico gene.

Oryzias latipes ¢ uma espécie proxima das cinco que apresentam duplicagdo do
gene, pois, sendo da familia Adrianichthyidae, ordem Beloniformes, pertence também a
superordem Acanthopterygii, sendo também da classe Actinopterygii. Latimeria
chalumnae ja ¢ uma espécie mais distante, uma vez que nao ¢ uma espécie de peixe com

nadadeiras com raios, mas com nadadeiras carnosas, classe Sarcopterygii da superclasse
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dos peixes 6sseos, Osteichthyes. Petromyzon marinus € ainda mais distante delas, uma
vez que ¢ uma espécie de peixe que pertence a classe Hyperoartia, e, portanto, ¢

desprovida de mandibula, como todas as pertencentes ao infrafilo Cyclostomata.

Esta forma de agrupamento sugere que houve duplicacdo do gene RAPHI
bastante anterior as épocas em que as cinco espécies separaram-se umas das outras. Esta
interpretagdo esta de acordo com o fato de todas as dez sequéncias diferirem entre si,
mas o grau de diferenciagao ser sempre maior entre cada um dos genes € o outro gene
da mesma espécie do que entre cada um dos genes e pelo menos um dos genes de
qualquer uma das quatro outras espécies. Ou seja, esta interpretagcdo ¢ condizente com a
existéncia de dois grupos de genes (grupos A e B), cada um deles com um gene de cada
uma das cinco espécies. A composicao e a disposicdo dos grupos permite dizer que
houve duplicagdo génica em um ancestral comum das cinco espécies, seguida de
acumulo, ao longo do tempo, de alteragdes em cada uma das duas copias gé€nicas, o que
fez que deixassem de ser idénticas e passassem a ser progressivamente diferentes. E,
como mostram as diferengas existentes entre os cinco membros de cada grupo, apds os
fenomenos de especiagdo que separaram as cinco espécies, outras diferencas

continuaram a se acumular, porém agora independentemente em cada um dos dez genes.

Tendo estas espécies duas copias do gene RAPHI e as espécies de aves,
mamiferos, réptil e anfibio apenas uma, fica-se com duvida a respeito do
relacionamento filogenético que o gene destas Ultimas espécies teria com ambos 0s
genes das espécies que o tem duplicados. Seria possivel que um ou outro, de cada um
dos dois genes das espécies Danio rerio, Gadus morhua, Gasterosteus aculeatus,
Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis, fosse o gene mais proximamente

aparentado com os genes de cada uma das demais espécies. Ou seja, para cada espécie
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seria interessante saber a qual dos dois grupos de genes duplos seu Unico gene mais se

aproxima.

Para tirar esta davida, foram feitas filogenias, por método de Madéxima
Verossimilhanga, com um de cada um dos genes coOpia-tinica com as dez copias de

genes duplos das cinco espécies que os apresentam.

Como mostra a filogenia apresentada na Figura 59, o gene do réptil Anolis
carolinensis € mais proximo filogeneticamente do primeiro dos grupos descritos acima.
A Figura 60 mostra que este grupo ¢ mais proximo também de gene do anfibio Xenopus
laevis. O primeiro dos grupos ¢ o mais proximo também do mamifero marsupial

Monodelphis domestica, Figura 63, e da ave Taeniopygia guttata, Figura 64.

Uma filogenia montada com todos os peixes disponiveis, Figura 66, mostra que
Latimeria chalumnae, Oryzias latipes e Petromyzon marinus t€m, todos os trés, seus

genes RAPHI mais proximamente relacionados com os genes que compdem o grupo 1.

A arvore filogenética mostrada na Figura 65, construida através de método de
Maxima Verossimilhancga, evidencia que o gene RAPHI humano tem mais proximidade

filogenética também com o primeiro dos grupos acima mencionados.

Verificadas independentemente as proximidades de cada um dos genes das
espécies de gene Gnico com ambos os grupos formados pelos genes das espécies que os
apresentam em duplicidade, fica demonstrado que todos os genes das espécies de gene
unico sdo mais estreitamente aparentados com um s6 dos grupos, que € o primeiro dos

descritos acima.

Como as espécies que apresentam dois genes RAPHI1 sdo apenas peixes, sendo

que réptil, anfibio, mamiferos e ave, bem como alguns peixes, apresentam copia unica
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do gene, seria possivel optar por uma das duas seguintes explicagdes sobre as

ocorréncias evolutivas na historia do gene.

Seria possivel achar que tivesse ocorrido duplicagdo do gene no ancestral
comum dos peixes que apresentam gene duplo e ndo tivesse ocorrido duplicacdo nos
ancestrais das demais espécies (Hipotese A). Ou, alternativamente, seria possivel achar
que houvesse ocorrido duplica¢ao no ancestral comum de todas as espécies analisadas e
que tivesse ocorrido perda de uma das copias do gene no ancestral comum das espécies

que apresentam copia tnica (Hipotese B).

ANFIBIOS

HIPOTESEA ——>»

<«— HIPOTESE B
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Figura 10 — Hipoteses A ¢ B

No entanto, como pode ser observado nas filogenias da Figura 59, Figura 60,
Figura 61, Figura 62. Figura 63, Figura 64 e Figura 65, as sequéncias de réptil, anfibio,
mamiferos e ave sdo sequéncias cuja maior proximidade filogenética ocorre com os
genes todos de apenas um dos grupos de genes (grupo A) das espécies que apresentam
dois genes RAPHI. Ou seja, os genes das espécies de copia-tinica s3o mais proximos
filogeneticamente de apenas um dos grupos de genes das espécies de gene duplo (grupo

A).

9.5 CONCLUSOES

Estes achados indicam fortemente que houve duplicagdo do gene RAPHI no
ancestral comum de todas as espécies analisadas e que, bastante posteriormente, houve
perda de uma das copias do gene em um, ou mais de um, ancestral comum das espécies
que apresentam uma sé copia. A explicagdo alternativa exigiria que as espécies de copia
Unica tivessem seus genes proximamente aparentados indistintamente com ambas as
copias (grupos A e B) do gene das espécies de dois genes. Ou seja, dizendo de outra
maneira, se a duplicacdo do gene tivesse ocorrido no ancestral comum das espécies de
gene duplo, ndo haveria motivo para que todos os genes das espécies de copia unica do
gene fossem mais proximos filogeneticamente de apenas um dos grupos de gene das

espécies de gene duplo.

Portanto, sabe-se, com esta observagao, que o gene RAPHI1 teve sua duplicagdo
em uma €época em que vivia a espécie que originaria grupos de hoje tdo diversificados
quanto peixes e aves. E ¢ possivel concluir ainda que o gene RAPHI1 duplicou ha mais

de 360 milhdes de anos, que ¢ o ponto da historia da vida, no fim do periodo
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Devoniano, a partir do qual se separaram um ancestral de alguns dos atuais peixes de

outro ancestral dos demais atuais Chordatas.

Fica 6bvio ainda, que esta duplicacdo génica ndo se deu no exato momento em
que se separaram estes ancestrais mencionados acima, uma vez que foi necessario que
decorresse tempo suficiente para que as copias originadas da duplicagdo acumulassem,
independentemente, as diferencas que nos permitem hoje caracteriza-las. Sabemos, por

isto, que a duplicagao ¢ bastante anterior ao fim do periodo Devoniano.
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10 DISCUSSAO

A principal finalidade da execugdo deste trabalho foi tentar aclarar os

acontecimentos evolutivos que envolveram os genes determinantes da lamelipodina.

Isto foi feito, principalmente, através das comparagdes realizadas entre os genes
RAPHI de 48 espécies de animais, em arvores filogenéticas construidas com suas
sequéncias de aminodcidos e de nucleotidios. Com o mesmo proposito foram
comparadas, também em darvores filogenéticas, sequéncias de aminoacidos de genes

paralogos de 5 espécies de peixes que os apresentam.

As arvores foram construidas tanto com todas as 53 sequéncias de nucleotideos
correspondentes a reunido de todos os éxons dos genes, quanto com as 53 sequéncias de

aminodacidos correspondentes a eles.

Foram elas construidas também com as 39 melhores sequéncias de nucleotideos,
escolhidas dentre as 53 disponiveis, como também com as 39 melhores sequéncias de
aminoacidos e, em cada um destes casos, as arvores foram construidas utilizando dois
métodos de distancia, NJ e UPGMA, um método de Maxima Parcimdnia e um Método

de Maxima Verossimilhanga.

Algumas conclusdes puderam ser obtidas ao observar os resultados mostrados

nas arvores filogenéticas construidas.

Os resultados diferiram quando comparadas as arvores filogenéticas entre si, o
que ja se sabia que ocorreria, em virtude das diferentes metodologias, que se baseiam
em diferentes premissas, mas algumas caracteristicas destes resultados foram

recorrentes.
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Os primatas apresentaram algum grau de coesdo, mas dentre eles os simios
ficaram bastante proximos. As aves permaneceram juntas muito proximamente. O
mesmo ocorreu com os marsupiais e com os roedores. Os lagomorfos ficaram proximos

aos roedores na maior parte dos casos.

Caso oposto foram os morcegos, que raramente permaneceram juntos,
aproximando-se ora de um grupo, ora de outro. Os artiodactilos também ndo
permaneceram juntos muito frequentemente. O anfibio Xenopus variou bastante de
posig¢ao, raramente ficando entre os peixes e os demais cordados, que ¢ onde se esperava
que ficasse. Algo similar ocorreu com o réptil Anolis, que poucas vezes situou-se entre

os peixes e os demais cordados, ou entre Xenopus e os demais cordados.

O nematelminto Caenorhabditis ficou afastado de todas as espécies, a lampreia,

Petromyzon, junto aos peixes, mas mais afastada de cada um deles do que eles entre si.

O peixe de nadadeiras lobadas Latimeria algumas vezes ficou entre os peixes,
mas sendo a espécie mais distante deles, com excecdo de Petromyzon, e outras vezes
ficou entre os peixes e os tetrapodos. Mas em ambos os casos ficou em uma situacdo
proxima da situacdo na qual se esperava encontra-la em virtude da proximidade
filogenética que se sabe existir entre o grupo que originou os tetrapodos e aquele que

originou os atuais peixes de nadadeira lobada.

Os peixes permaneceram juntos quase sempre, formando grupo monofilético,
mas apresentando uma subdivisdo com bastante simetria. Esta simetria se deve ao fato
de varios peixes apresentarem o gene RAPH1 em duplicidade, e em decorréncia disto,

os peixes colocarem-se em posi¢des semelhantes, em um e outro grupo.

Cada um dos genes paralogos forma um dos subgrupos, que assim faz que haja,

para cada espécie de gene duplo, um gene em cada subgrupo. Em alguns casos um

66



destes subgrupos aproximou-se mais dos tetrapodos do que do outro subgrupo, o que
era de se esperar, uma vez que um dos genes paralogos ¢ o gene mais proximamente

aparentado com o gene presente nos tetrapodos.

Como conclusdo geral, embora com algumas excecdes pode-se dizer, entdo, que
o gene RAPHI, nas espécies estudadas, tem sua historia evolutiva muito proxima da
historia evolutiva de todo o restante do genoma destas espécies. E infere-se que, com os
diferentes graus de conservagdo que as diferentes por¢des do genoma apresentam, o
gene RAPHI manteve sua estrutura basica e acumulou diferencas de forma similar ao

restante do genoma.

No que diz respeito ao gene em si, pode-se observar que os dominios proteicos
GM, RA, PH e EVHI apresentam um grau de alteragdo de sua estrutura muito inferior

ao observado no gene inteiro, para o conjunto de espécies analisadas como um todo.

Naturalmente, este fato ja se esperava, uma vez que os dominios sdo o0s
principais responsaveis pelo desempenho fisiologico das proteinas, o que leva a um

maior grau de preservagdo de suas estruturas ao longo da historia evolutiva do gene.

Genes RAPHI1 pardlogos foram encontrados em 5 das 48 espécies analisadas e
sdo todas elas espécies de peixes 6sseos, com nadadeiras com raios, e, portanto, bastante
proximas filogeneticamente. Com suas sequéncias aminoacidicas foram construidas
filogenias que evidenciaram um agrupamento das 10 sequéncias em dois grupos de 5
sequéncias, com um gene de cada espécie em cada grupo. E esta forma de agrupamento
sugere que houve duplicacdo do gene RAPHI bastante anterior as épocas em que as
cinco espécies separaram-se umas das outras. A composicao e a disposi¢do dos grupos
permite dizer que houve duplicagdo génica em um ancestral comum das cinco espécies,

seguida de actimulo, ao longo do tempo, de alteragdes em cada uma das duas cdpias
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génicas, o que fez que deixassem de ser idénticas e passassem a ser progressivamente

diferentes.

Restando a duvida a respeito do relacionamento filogenético que os genes das
demais espécies teriam com ambos os genes das espécies que o tem duplicados, foram
feitas filogenias, por método de Maxima Verossimilhanga, com genes de espécies com

copia-tnica com as dez copias de genes duplos das cinco espécies que os apresentam.

As espécies que apresentam dois genes RAPHI1 sdo apenas peixes, sendo que
réptil, anfibio, mamiferos e ave, bem como alguns peixes, apresentam copia Unica do
gene, portanto, seria possivel achar que tivesse ocorrido duplicagdao do gene no ancestral
comum dos peixes que apresentam gene duplo e nao tivesse ocorrido duplicagdo nos
ancestrais das demais espécies ou seria possivel achar que houvesse ocorrido duplicagao
no ancestral comum de todas as espécies analisadas e que tivesse ocorrido perda de uma

das copias do gene no ancestral comum das espécies que apresentam cdpia unica.

Porém ficou demonstrado que todos os genes das espécies de gene Unico sdo
mais estreitamente aparentados com um so6 dos grupos de genes das espécies de gene-
duplo. E este fato indica fortemente que houve duplicacdo do gene RAPHI no ancestral
comum de todas as espécies analisadas e que, bastante posteriormente, houve perda de
uma das copias do gene em um, ou mais de um, ancestral comum das espécies que
apresentam uma s6 copia. Fica menos provavel a explicagdo alternativa, pois exigiria
que as espécies de coOpia Unica tivessem seus genes mais proximamente aparentados
indistintamente com ambas as copias do gene das espécies de dois genes. Ou seja,
dizendo de outra maneira, se a duplicagdo do gene tivesse ocorrido no ancestral comum
das espécies de gene duplo, ndo haveria motivo para que todos os genes das espécies de
copia Unica fossem mais proximos filogeneticamente de apenas um dos grupos de gene

das espécies de gene duplo. O trabalho evidencia, ainda, que esta duplicacdo génica ndo
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se deu no momento em que se separaram estes ancestrais mencionados acima, uma vez
que foi necessario que decorresse tempo suficiente para que as copias originadas por
duplicagdo acumulassem, independentemente, as diferengas que nos permitem hoje

caracteriza-las.
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APENDICES

APENDICE 1 - MATERIAL E METODOS

O objeto do presente trabalho ¢ o gene RAPHI, também chamado
informalmente de gene da lamelipodina e anteriormente nominado através de um grande
nimero de termos ainda presentes na maior parte dos trabalhos referentes a ele. O
HUGO Gene Nomenclature Committee fixou o nome do gene em Ras Association
(RalGDS/AF-6) and Pleckstrin Homology Domains 1 (RAPHI), deixando como

sinonimia os seguintes termos (NCBI) (GeneBank):
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amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 18
(ALS2CR18)

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 9
(ALS2CR9)

KIAA1681

Lamellipodin (LPD)

OTTHUMP00000163779

OTTHUMP00000163780

OTTHUMP00000206258

OTTHUMP00000208081

OTTHUMP00000208082

OTTHUMP00000208083

OTTHUMP00000208084

OTTHUMP00000208085

OTTHUMP00000208086

OTTHUMP00000208087

OTTHUMP00000208088

Proline-rich EVH1 ligand 2 (PREL-2)

Protein RMO13

RalGDS/AF-6

RMO1

O gene, no genoma humano, estd posicionado em 2q33 e tem como codigo

identificador, perante 0 HUGO Gene Nomenclature Committee, o termo HGNC 14436.

Os principais materiais utilizados no trabalho foram os conjuntos de sequéncias
nucleotidicas e aminoacidicas obtidas dos bancos de DNA disponibilizados através da
rede internacional de computadores (Internet). As principais paginas através das quais
foram obtidas as sequéncias foram a Ensembl, do European Bioinformatics Institute e
do Wellcome Trust Sanger Institute, acessada através do Universal Resource Locator
(URL) <http: //www. ensembl.org/ index. html> e a do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), acessada através do URL <http: //www.

ncbi.nlm.nih.gov/ gquery/ gquery. fcgi>. (NCBI) (GeneBank) (DNAsp)
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As sequéncias nucleotidicas depositadas nestes bancos tanto correspondem a
nucleotidios de acido desoxirribonucleico (DNA) do gene como um todo, incluindo
introns e éxons, quanto a nucleotidios de 4cido ribonucleico (RNA) correspondentes
principalmente a 4cidos ribonucleicos mensageiros (RNAm), em uma ou mais das
composicdes alternativas utilizadas pelo organismo e seus correspondentes DNAs

complementares (DNAc).

Para avaliar a completude e a correspondéncia destas sequéncias, foi feito o
alinhamento delas através do programa alinhador de multiplas sequéncias ClustalW,
contido no programa Bioedit, da North Carolina State University, obtido de sua pagina
na rede, acessada através do URL <http: //www. mbio. ncsu. edu/ BioEdit/ BioEdit>.

(BioEdit)

Foram utilizadas no trabalho também sequéncias de aminoacidos
correspondentes as sequéncias nucleotidicas referidas. Estas correspondem aos RNAm
identificados e sequenciados que tiveram suas sequéncias nucleotidicas convertidas em

aminoacidos pelos proprios bancos fornecedores de sequéncias.

Como a cada gene correspondem muitas vezes mais de um RNAm, em suas
varias composicdes alternativas, muitas vezes foi necessario descobrir a que sequéncia
de aminodcidos corresponderia um RNAm que incluisse todos os éxons do gene,
utilizando para isto a informacdo contida nas sequéncias de aminoacidos

correspondentes a todos os RNAm de um determinado gene. (Lewin, 2008) (NCBI)

Isto foi, também, realizado através de alinhamentos diversos com o programa

ClustalW. (Clustalw)
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A busca de semelhancas entre o gene RAPHI1 e outros trechos no genoma de
quaisquer espécies foi realizada através do programa BLAST do NCBI, acessado

através do URL <http: //www. ncbi. nlm. nih. gov/ blast/ blast. cgi>. (Blast N)

As espécies apresentadas na Tabela 2 foram aquelas das quais se obtiveram
sequéncias nucleotidicas de DNA, de bancos de sequéncias disponibilizados na rede,
anotadas sob a denominagdo de RAPHI ou sob todas as demais denominagdes

equivalentes. (NCBI) (Tree of Life) (GeneBank)
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Tabela 2 - Espécies com sequéncias nucleotidicas de DNA do gene RAPHI

Ailuropoda melanoleuca panda Ursidae

Anolis carolinensis lagarto americano Polychrotidae
Bos taurus boi Bovidae
Caenorhabditis elegans nematoda de clima temperado  Rhabditidae
Callithrix jacchus sagui comum Callithricidae
Canis familiaris cao Canidae

Cavia porcellus cobaia Caviidae
Choloepus hoffmanni preguica Megalonychidae
Danio rerio ( 2) paulistinha Cyprinidae
Dipodomys ordii rato-canguru Heteromyidae
Equus caballus cavalo Equidae
Erinaceus europaeus ourigo europeu Erinaceidae
Felis catus gato doméstico Felidae

Gallus gallus galinha Phasianidae
Gasterosteus aculeatus (2 ) esgana-gato Gasterosteidae
Gorilla gorilla gorila Hominidae
Homo sapiens homem Hominidae
Loxodonta africana elefante africano Elephantidae
Macropus eugenii Canguru Macropodidae
Meleagris gallopavo peru Phasianidae
Microcebus murinus [émure-camundongo Cheirogaleidae
Monodelphis domestica guaiquica Didelphidae
Mus musculus camundongo Muridae
Myotis lucifugus morcego norte americano Vespertilionidae
Nomascus leucogenys gibdo da bochecha branca Hylobatidae
Ochotona princeps lebre assobiadora Ochotonidae
Oryctolagus cuniculus coelho Leporidae
Oryzias latipes medaca Adrianichthyidae
Otolemur garnettii galago Galagidae

Pan troglodytes chimpanzé Hominidae
Pongo abelli orangotango de Sumatra Hominidae
Procavia capensis damao do cabo Procaviidae
Pteropus vampyrus morcego asiatico Pteropodidae
Rattus norvegicus ratazana Muridae

Sorex araneus musaranho Soricidae

Sus scrofa porco doméstico Suidae
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Taeniopygia guttata mandarim Passeridae
Takifugu rubripes ( 2) baiacu japonés Tetraodontidae
Tarsius syrichta tarsio das Filipinas Tarsiidae
Tetraodon nigroviridis ( 2 ) baiacu do sul da Asia Tetraodontidae
Tupaia belangeri musaranho arboricola Tupaiidae
Tursiops truncatus golfinho comum Delphinidae
Vicugna pacos Alpaca Camelidae
+ Xenopus laevis ra africana Pipidae

* Espécies das quais foi capturada sequéncia de todo o gene.

+ Espécies das quais foi capturada sequéncia de éxons a partir de RNA.

# Espécies das quais foi capturada sequéncia de éxons, a partir da sequéncia

de todo o gene.
N Espécies com falhas em qualquer ponto da sequéncia do gene.

0 Espécies com genes RAPH1 paralogos

Dentre as muitas sequéncias disponiveis, foram utilizadas, no que diz respeito

aos polipeptidios, as seguintes:

Tabela 3 - Sequéncias de aminodcidos utilizadas

Ailuropoda melanoleuca
Anolis carolinensis

Bos taurus
Caenorhabditis elegans
Callithrix jacchus

Canis familiaris

Cavia porcellus
Choloepus hoffmanni
Danio rerio genel
Danio rerio gene2
Dipodomys ordii

Equus caballus
Erinaceus europaeus
Felis catus

Gadus morhua genel
Gadus morhua gene2
Gallus gallus
Gasterosteus aculeatus genel
Gasterosteus aculeatus gene2
Gorilla gorilla

Homo sapiens
Latimeria chalumnae
Loxodonta africana
Macropus eugenii
Meleagris gallopavo
Microcebus murinus
Monodelphis domestica
Mus musculus

Myotis lucifugus
Nomascus leucogenys
Ochotona princeps

ENSAMET00000003248
ENSACAT00000004500
ENSBTAT00000014638
F10E9.6¢
ENSCIAT00000010390 modif
ENSCAFT00000020408
ENSCPOT00000022088
ENSCHOT00000000246
ENSDART00000061156 modif
ENSDART00000088290
ENSDORT00000007527
ENSECAT00000023862
ENSEEUT00000012046
ENSFCAT00000019231
ENSGMOTO00000007333
ENSGMOT00000000606 modif
ENSGALT00000014120
ENSGACT00000011348
ENSGACT00000020022
ENSGGOT00000024255 modif
ENST00000374493
ENSLACT00000013196
ENSLAFT00000015138 modif
ENSMEUT00000002528
ENSMGAT00000009866
ENSMICT00000001086
ENSMODT00000016314 modif
ENSMUST00000127573
ENSMLUT00000008182
ENSNLET00000009003
ENSOPRT00000005690



Ornithorhynchus anatinus

ENSOANTO00000010805

Oryctolagus cuniculus ENSOCUT00000016729
Oryzias latipes ENSORLT00000006623
Otolemur garnettii ENSOGAT00000015105
Pan troglodytes ENSPTRT00000056178
Petromyzon marinus ENSPMAT00000006307
Pongo abelli ENSPPYT00000015226
Procavia capensis ENSPCAT00000006276
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000014164
Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942
Sorex araneus ENSSART00000000357
Sus scrofa ENSSSCT00000017550
Taeniopygia guttata ENSTGUTO00000010165
Takifugu rubripes genel ENSTRUT00000020869
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040469
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Tetraodon nigroviridis genel ENSTNIT00000017769
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNIT00000014686
Tupaia belangeri ENSTBET00000001734
Tursiops truncatus ENSTTRT00000005203
Vicugna pacos ENSVPATO00000009507
Xenopus tropicalis ENSXETT00000061421

De acordo com a disponibilidade das sequéncias nos bancos de dados, foram
obtidas sequéncias de diferentes graus de completude, mas de modo geral abrangendo
todos os éxons do gene, tanto no que diz respeito as sequéncias aminoacidicas quanto as

nucleotidicas, como pode-se observar abaixo:

Tabela 4 - Tamanho das sequéncias nucleotidicas - reunido de éxons

Ailuropoda melanoleuca Panda 1789
Anolis carolinensis lagarto americano Polychrotidae 3726
Bos taurus Boi 4714
Caenorhabditis elegans nematoda de clima temperado 1847
Callithrix jacchus sagui comum 6989
Canis familiaris Cao 3135
Cavia porcellus Cobaia 1962
Choloepus hoffmanni Preguica

Ciona intestinalis ascidia Urochordata 2152
Ciona savignyi ascidia Urochordata 718
Danio rerio ( 2) Paulistinha 4592/6484
Dasypus novemcinctus tatu comum

Dipodomys ordii rato-canguru

Echinops telfairi ourico de Madagascar

Equus caballus Cavalo 2079
Erinaceus europaeus ourico europeu

Felis catus Gato

Gallus gallus Galinha 2267
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Gasterosteus aculeatus ( 2 )
Gorilla gorilla

Homo sapiens sapiens
Homo sapiens neanderthalensis
Loxodonta africana
Macaca mulatta

Macropus eugenii
Meleagris gallopavo
Microcebus murinus
Monodelphis domestica
Mus musculus

Myotis lucifugus
Nomascus leucogenys
Ochotona princeps
Ornithorhynchus anatinus
Oryctolagus cuniculus
Oryzias latipes

Otolemur garnettii

Pan troglodytes

Pongo abelli

Procavia capensis
Pteropus vampyrus

Rattus norvegicus

Sorex araneus
Spermophilus tridecemlineatus
Sus scrofa

Taeniopygia guttata
Takifugu rubripes ( 2)
Tarsius syrichta

Tetraodon nigroviridis ( 2 )
Tupaia belangeri

Tursiops truncatus
Vicugna pacos

Tabela 5 - Tamanho das sequéncias de aminoécidos

Ailuropoda melanoleuca
Anolis carolinensis

Bos taurus
Caenorhabditis elegans
Callithrix jacchus

Canis familiaris

Cavia porcellus
Choloepus hoffmanni
Ciona intestinalis
Ciona savignyi

Danio rerio ( gene 1)
Danio rerio ( gene 2 )
Dasypus novemcinctus
Dipodomys ordii
Echinops telfairi

Equus caballus

esgana-gato

Gorila

Homem

homem neandertal
elefante africano
macaco resus
Canguru

Peru
[émure-camundongo
guaiquica
Camundongo
morcego norte americano
gibao da bochecha branca
lebre assobiadora
Ornitorrinco

Coelho

Medaca

Galago

Chimpanzé
orangotango de Sumatra
damao do cabo
morcego asiatico
Ratazana

Musaranho

esquilo listrado

porco doméstico
Mandarim

baiacu japonés

tarsio das Filipinas
baiacu sul-asiatico
musaranho arboricola
golfinho comum
Alpaca

Panda

2205/3819
3990
17466
10243
2480
5284

3615

3647
3689

2289
2025
3165
3498

10243
3900

1572
1799
4155/4734

2853/2708

598

lagarto americano Polychrotidae 1241

Boi

nematoda de clima temperado

sagui comum

Cao

Cobaia

Preguiga

ascidia Urochordata
ascidia Urochordata
Paulistinha
Paulistinha

tatu comum
rato-canguru
ourigo de Madagascar
Cavalo
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1145
779
1255
1045
654
895

1367

1511

1288
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Erinaceus europaeus

Felis catus

Gadus morhua (gene 1)

Gadus morhua (gene 2)

Gallus gallus

Gasterosteus aculeatus (genel)
Gasterosteus aculeatus (gene2)
Gorilla gorilla

Homo sapiens sapiens

Homo sapiens neanderthalensis
Loxodonta africana

Macaca mulatta

Macropus eugenii

Meleagris gallopavo
Microcebus murinus
Monodelphis domestica

Mus musculus

Myotis lucifugus

Nomascus leucogenys
Ochotona princeps
Ornithorhynchus anatinus
Oryctolagus cuniculus

Oryzias latipes

Otolemur garnettii

Pan troglodytes

Petromyzon marinus

Pongo abelli

Procavia capensis

Pteropus vampyrus

Rattus norvegicus

Sarcophilus harrisii

Sorex araneus

Spermophilus tridecemlineatus
Sus scrofa

Taeniopygia guttata

Takifugu rubripes ( gene 1)
Takifugu rubripes ( gene 2 )
Tarsius syrichta

Tetraodon nigroviridis (gene 1)
Tetraodon nigroviridis (gene 2)
Tupaia belangeri

Tursiops truncatus

Vicugna pacos

Xenopus laevis

ourico europeu

Gato

Bacalhau

Bacalhau

Galinha
esgana-gato
esgana-gato

Gorila

Homem

homem neandertal
elefante africano
macaco resus
Canguru

Peru
[émure-camundongo
guaiquica
Camundongo
morcego norte americano
gibdo da bochecha branca
lebre assobiadora
Ornitorrinco

Coelho

Medaca

Galago

Chimpanzé
Lampreia
orangotango de Sumatra
damao do cabo
morcego asiatico
Ratazana

diabo da Tasmania
Musaranho

esquilo listrado
porco doméstico
Mandarim

baiacu japonés
baiacu japonés
tarsio das Filipinas
baiacu sul-asiatico
baiacu sul-asiatico
musaranho arboricola
golfinho comum
Alpaca

ra sul-africana
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1284
1029
639
318
601
735
1272
1308
1302
1302
821

1303
1204
656
1182
716
691
733
1301
213
1054
1166
1308
1302
892
1298
1241
1309

1160
1303

524

600

1329
1346
1218
1290
1305
1297
1296
1018
1235



APENDICE 2 — ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO GENE RAPH1

Blicrocebus mudnus ENSRMICTRDOGH00 1086

-- Carus familians ENSCAFTE0000020408

Faliz catus ENSFCATOO000019231

Gorilia godilla ENSGCOTO0000024255 modil

Equils cabalius ENSECATO0000073862

— Sorex araneus ENSSARTOOUODO0GIST

F- Tursiops truncatus ENSTTRTOGD00006203

L vicugna paces ENSVRATOOOGIOND507

Sus scrofa ENSESCTOD000017550

Bos taurus ENSBTATO00000 14638

[—— Tupaia belangen ENSTBETOODO0IN1734

— fyolis lucifugus ENSMLUTOD00GO08182

L— Ptempus vampyrus ENSPYATOO00D141684
Crolemur garpetti ENSOGATOO000015105

{:... Procavia capensis ENGPGATONONIDGEZTE

Callithrix jacchus TMNSCJIATCO00001 0390 modif

‘i Pongo abelli ENSPPY TOG000015226
i Homo sepiens ENSTONOON3T74453
Fan togintytes TNSFTRTO0000056178
Dipodomys ordii ENSDORIGOCANOTS27
{_;:mascus leucogenys ENSNLETOD000008G02
E Frinacess eurnpacus ENSERUTO000001 2046
Alluropoda melancieucs ENSAME TON0OD003248
*— Gnoloepus hoffmanni ENSCHOTOOGK000248
 Loxodonta aicana ENSLAF TOO000015138 modif
Oryctolagus cuniculus ENSOCLTO0IGN 18724
Qehotana pnnceps FNSOPRTODO0UONEES)
Cania porcellus ENSCPOTO0GCO0Z2088
Tarsius syrichta FNSTSY TOOG000 14267

Mus musculis ENSMUSTEI000127572
Omitharhynchus anatinus ENSOANTRCG0O0 10805
Monodelphis domestica ENSMODTOOD00016214 modif

Macropus eugeni ENSKMEUTON000002528
Sarcophiius hamsi ENSSHATHIOO0008942
— Adiolis carolinensis ENSACATIO0D000450G

|
—\: Henbpus tapicalis £NSXE TTE000061 421

L Taeniopygia guttata ENSTGUTOO0C0010155
— heleagis galiopaw TNSMGATRG00009868
LGallus gallus ENSGAL 100000014120

Latimenia chalumnags CNSLACTO00000431368
{akifugu rubspes gane? EMNSTRUTCOINN40468

EETetmmon nigravridis gene? ENSTNITOOG000146B8
Gastergsteus aculeatus genel ENSGACTONN00011346
Gadus momia genel ENSGNMOTOR00000T333
Danio rerio gene? ENSOARTO000006% 156 modif

] Danig rerio genet ENSDARTON000088280
T Gadus morhua gene? ENSGMOTOGDB0O00606 modif
—— Qryzias latipes ENSORLTOOO00006623
L{ Gasternsteus aculeatus gene? ENSGACTO0000020022
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTOOOG0020860

Tetraodon nigroirdis genet ENSTMITOD000017TSE

Pelromyzon marinus ENSPMATION00006307
Casnarhabdilis glegans F16ED.60

Figura 11 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 53 sequéncias, utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML).
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Homo sapiens ENSTON00N374493
Pan froglodytes ENSPTRTO0G0G05617T8
L Pongo abelli ENSPPYTO0000015226
Callithrix jacchus ENSCJATOO000010390 modif
i Otolemur garelti ENSOGATIC000015108
—— Procanda capensis ENSPCATI0000008276
— os tawus CNSBTATOG000MM4638
Bus scrofa ENSSSCTO0000017550
.—- Pteropus vampyrus ENSPVATO0G000141684
Vicugna pacos ENSWVPATO0O00009507
Tuwsiops truncatus ENSTTRTOG000005203
Garilia gorilla ENSGGOT0000002425% modif
@S catus ENSFCATOO000019231
Sorex araneus ENSSARTO00C0000357
Chotoepus hoffmanid ENSCHOTO0000000245
{j— Tupaia belangeri ENSTBE TCO000001734

Loxedonta aficana ENSLAFTO0000015138 modif
Lm Oryetofagus cumcuins ENSOCUTOR000016729
Ificrocetbus mourinus ENSMICTGO00000 1066

Canis familiaris ENSCAFTO0000020408

Ormithorhynchus anatinus ENSOANTO0000310505
-~ Petromyzen marinus ENSPMATOOO00006307
Equus cabalius ENSECATO0C00023862
Aijlurspada melancleyca ENSAMETO0000003248
i Nomascug lsucogenys ENSNLE TOO000009063
£Hngneus suropaeus ENSEEUTOGIR001 2046

Dipodomys ordii ENSDORTO0000N7S27

Rlyotis lucifugus ENSMLUTO0000008182
— Tarsivs syrichla ENSTSY 700000014267
L Mus musculus ENSMUSTO0000127573
L Ochotora princeps ENSQPRTO000G005690
| Manodelphis domestica ENSMODTOO000018314 madif
‘i Maciopus sugerii ENSMEUTO0000002528

- Sarcophilts hanisil ENSSHATO0000008942
Anofis carclinensis ENSACATO0000004500
Latimeria chalumnag ENSLACTR0O00013188
Meieagns galiopaw ENSMGATI0000009866
Gatlus galius ENSGALTOD000014120
. Taenicpygia gutiala ENSTGUTO0000010165
Xenopus tropicalis ENSXETTOO000061421

Danic rerio gene’l ENSDARTG0000082250
~{ Gadus morfisa gene2 ENSGRMOTIO00000608 modif
Gaslerosteus aculeatus gene? ENSGACTO0000020022

Cryzias latipes ENSORLTO0000008823
Fakifugu rubripas gene? ENSTRUTHNO0020869
Tetraodon rigrovridis genel ENSTNITCO000017769

"—7 Danio rero gene2 ENSDARTONO00061 168 modif
Gadus morhua genel ENSGMOTO00G0007333

Gaslerosteus aculeatus genat ENSGACTION0001 1348
—{—‘1; Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0IG0040468
Tetraodon nigrouridis gene? [ NSTNITODNO00 4686

Caenorhabditis ejegans F10E9.6c

Cava poreellus ENSCPGTOGR00022088

Figura 12 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 53 sequéncias, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Homo sapiens ENSTI000G374493
Pan trogledyles ENSPTRTO0000056178
Pongo abelli ENSPPYTOGCG0015226
— Callithrix jacchus ENSCJATOO000010390 modif
Crolemur gamettii ENSOGA 100000015165
Provaa capensis CNSPCATOIDON00627S
L Bos taurus ENSBTATODDG0014638
Sus scrofa ENSSSCTO0000017550
|— Ptaroptss vampyrus ENSPVATO00G0014164
— Vicugna pacos ENSVPATO0000006507
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Gaorifia gorilla ENSGGOTE0000024255 modif
Felis calus ENSFCATO0000019231
Sorex araneus ENSSARTO0000000357
Choleepus hoffmanni EMSCHOTOO000000245
E— Tupaia belanger ENSTRETO00GG01 734
Loxodonta alicana ENSLAFTO0000015338 modif
Oryctotagus cuniculus ENSOCUTDD000D16729
Ricrocebus murinus ENSMICTO0000001086
Canis familiarts ENSCAFTOO000G20408

Omithorhynchus anatinus ENS CANTG0000010805
l— Petromyzon marinus ENSPMATOD000006307
ﬂ' Equus caballus ENSECATOOM00023862
Ailuropoda melanolevca ENSAMET00000003248
Nomascus leucogenys ENSNLETI0000009003
i L Ernaceus ewropacus ENSEELTO0000012046
Cava porcellus ENSCPOTOODON022088
{—L - Dipodomys ordil ENSDORTO0000007527
Mlyotis ucifugus ENSMLUTOO0000C8182

Tarsius syrichta ENSTSYTO0O0001 4267
Mus musculus ENSMUSTI0000 27573
L Ochotona princeps ENSOPRTOG000005690
Monodelphis domestica ENSMODTO0000016314 modil
Macropus sugenii ENSMEUTO0000002528
E Sarcophilus hamisii ENSSHATO0000008942
Anclis carolinensis ENSACATOCOI0004500
Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196
Meteagris galiopavo ENSMGATON000008866

Gallug galius ENSGALTO0000G14120
Taenicpygia guttala ENSTGUTO0000G1D165
Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
-———-—mm-——-— Dania rerio genel ENSDARTOC000088280
Gadus mormua gene2 ENSGMOTE0000000606 modif
Gaslergsteus aculeatus geneZ ENSGACTICO0C020022
Oryzias latipes ENSORLTON000066623
Takifugu rubripes gene! ENSTRUTGO00002086%
----- — Tetraodon nigrovinidis gene! ENSTNITCO000017769
Danio reric gene2 ENSDARTO0000061158 modif
Gadus morhua genel ENSGMGTCOD00007333
Gasterosleus aculeatus genat ENSGACTOO00001 1348
- Takifugii rubripes gene2 ENSTRUTO0G00040488
L Tetrandon nigroviridis gene2 ENSTNITO00000 14886
Caenorhabdilis elegans F10E9.6¢

{_

01

Figura 13 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 53 sequéncias, utilizando o método de Evolugao Minima (ME).
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r— Bos taurus ENSHTATO0000014638
m..{; Procavia capensis ENSPCATO0000006276
| | — Vicugna pacos ENSVPATOMG00009507
i L Sorex araneus ENSSARTOG000000357
peeemr Tursiops truncatus ENSTTRTO0C00005203
P—ﬂl— Tupaia belanged ENSTBET00000001734
r Pleropus vampyrus CNSPVATIOD0O0GT41 84
-~ Myolis lucifugus ENSMLUTOQ000008182
Otolemur gametti ENSOGATG0000015105
Callithrix jacchus ENSCJATI0000010380 modif
— Pongo abelli ENSPPYT00000015226
I Nomascus feucogenys ENSNLETOCOCGO0S003
Pan troglodytes ENSPTRTOG000056178
"""“; [ Homo sapiens ENSTOGO00374493
e Godilla gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
[ Sus scrofa ENSSSCTI0000017550

| Loxodonta aficana ENSLAFTORD0D0E139 madie

——— Tarsius syrichta ENSTSYTO0000014267
— Ochotona princeps ENSCPRTG0000005650
— — Erinageus eurcpaeus ENSEEUTOO000012046
L Dryctolagus cuniculus ENSOCLUTO0000016728
rrrrr Microcebus murinus £NSMICTOCO00001086
N fus musculus ENSMUSTO0000127573
L Caniia porcellus ENSCROTCO000022088
---—— Cheloepus hoffmanni ENSCHOTOD00GO00246
Canis tamdtiaris ENSCAF 100000020408
———— Falis catus ENSFCATGO000216231
; i — Eguus caballus ENSECATO0000023862
L Ajluropoda metanoleucs ENSAMETO0GI0003248
Dipadamys ordii ENSDORT00000007527
e Moo etphis domestica ENSMODTO0000018314 medif
! —— Macropus eugenii ENSMEUT00000002528
L Sarcophifus hamisii ENSSHATO0000008042
— Omithorhynchus analinue ENSOANTCO0000010865

]
! Anclis carolinensis ENSACATOD00GOG4500

[ — Yenopus tropicalis ENSXETTO0000081421
—1 s TEENICPYgia gultata ENSTGUTOON0O010465

s R— Meleagrs gallopavo ENSMGATOOIGOG0E8E6
e (GRS galius ENSGALTODGO0014120
Latimeria chalumnas ENSLACTOD000013196
Danio rerio gene2 ENSDARTIOC00061156 modif
Gadus morhua gene? ENSGMOTO0000007333
Gasterosteus aculeatus gensi ENSGACTO000001 1348
— Takifugu rsbripes gene? ENSTRUTO0GIG040469
—— Tetraodon nigrowndis gene2 ENSTNITODOUOC14686
Danio rero gene1 ENSDARTOG00006629¢
Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000000806 modif
Oryzias latipes ENSORLTOMCO0006623
Gasterosteus aculeatus gena2 ENSGACTO0000020022
— Takifugu rubripes gene! ENSTRUTD0GIG0208689
—— Tetraodon pigrovridis genet ENSTNITOO000017769
Petromyzon mainus TNSPMATOIN000068307
Caenorhabditis elegans F10ES Bo

Figura 14 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 53 sequéncias, utilizando o método de Maxima Parcimonia (MP).
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Felis catus ENSFCATO0000019231
Alluropoda melanoleuca ENSAMETO0000002248
Wicrocebus musinus ENSMICTOODOOO0 086
Tursiops truncatus ENSTIRTO0080005203
Bos faurus ENSBTATOD0G0014638
{ Sus scrofa ENSSSCTON000017550
-- Loxodonta africana ENSLAFTO0DU0Q 15138 modif
L Cava porcefius ENSCPOTO0000022088
Catlithrix jacchus ENSCIATO0000010380 modif
Nomascus leucogenys ENSNLE TOOCO000S003
Pongo abeli ENSPPYTOD0G0015226
Hone sapiens ENSTO0000374483
Pan troglodytes ENSPTRTO0000G56178
— Ototemur garmellii ENSOGATO0G00015105
— Vicugna pacos ENSVPATOONIC009507
——— Choloepus hofimanni ENSCHOTO0000000246
— Tupaia belanger ENSTBETG0000001734
~— Canis familiaris ENSCAFTEO000020408
L Ochotona princeps ENSOPRTD0000005680
b Pteropus wmpyrus ENSPVATO0000014164
t-——- Procava cagensis ENSPCATO0C00006278
Tarsius syrichia ENSTSY 100000014267
_[Mus musculus ENSMUSTGO000127573
Sorex araneus ENSSARTO0000000357
- Orystolagus cuniculus ENSOGUTO0000H 6722
Tipodomys ordii ENSDORTOQ000007527
{ Myotis jucifugus ENSWMLUTOGO00008187
Erinaceus europaeus ENSEEUTOQ00G0120468
WMacropus eugen ENSMEUT00000002528
——{ Sarcophilus harrisii ENSSHATD0000008042
Taeniopygia guttata ENS TGUTOG000010165
—E Weleagrs galiopavo ENSMGATIG000009865
Gallus gallus ENSGALTA000Q014120
- Gorilla gorila ENSGGOTUNC00024255 modif
Wonadelphis domestica ENSMODTO0000018314 modif
Anolis carotinensis ENSACATO0000004500
Latimerla chalumnas ENSLACT00000013196
Xenopus lropicatis ENSXETTO0000081421
Equus cabalius ENSECATOD000023862

Gadus morhua gene? ENSGMOTID000DC0606 modif
Ornithorhynchus aratinus ENSOANTOO000010805
Pelromyzon marinus ENSPMATOQ000006307

Danio refio genet ENSDART0008088260

Danio refo gene? ENSDARTO0000061 156 modif

Gadus morhua gene1 ENSGMOTO0000037333
————-—— Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTIO0000011348
Takifugu subripes gene? ENSTRUTO0000040469
Tetracden nigrovridis gena2 ENSTNITO00000145868
Gasterosteus acuieatus gene2 ENSGACTO0000020822

; Oryzias latipes ENSORLTOO000006623
‘ Takifugu rubripes genet ENSTRUTOD000GZ0859
: Tetracdon nigrovrdis genel ENSTNITO000M 7769

: Caenorhabditis elegans F10ES.6¢

Figura 15 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 53 sequéncias, utilizando o método de Unweighted Pair-Group Method
Using Arithmetic Averages (UPGMA)



Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Gorilla gorilla ENSGGOT00000024255 modif
Pongo abelli ENSPPYTO0000015226
Nomascus leucogenys ENSNLETO0000009003
Callithrix jacchus ENSCIATO0000010390 modif
L Otolemur gamettii ENSOGATO0000015105
Choloepus hoffmanni ENSCHOT00000000246
CLo:u:\doz'lla africana ENSLAFT00000015138 modif
— Ptercpus vampyrus ENSPVATO00000141684
Bos taurus ENSBTAT00000014638
fVicugﬂa pacos ENSVPATO0000009507
r Microcebus mutinus ENSMICTOC000001086
|~ Canis familiaris ENSCAFTO0000020408
{Ailumpoda melancieuca ENSAMETO0000003248
Myaotis lucifugus ENSMLUTO0000008182
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTI0000016729
Mus musculus ENSMUSTO0000127573
Cavia porcellus ENSCPOT00000022088
Sarcophiius harisii ENSSHAT00000008942
Monodelphis domestica ENSMQDTO0000016314 maodif
— —— Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
Taeniopygia guttata ENSTGUTO0000010165
4{:‘» Meleagris galiopavo ENSMGATO000000S866
Gallus gallus ENSGALT00000014120
Andlis cardlinensis ENSACATO0000004500
Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013196
Takifi:gu rubripes gene1 ENSTRUTO00000G20889
&Tetraodon nigrovinidis gene1 ENSTNITOQ000017768
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTC0000020022
L—— Oryzias latipes ENSORLTC0000006623
Danio reria gene1 ENSDARTOCC00088290
Danio rerio gene2 ENSDARTO0000061 156 modif
Gadus mortia genel ENSGMOTOC00G007333
— Casterosteus aculealus genel ENSGACTO0000011348
] Takifugu rubripes geneZ ENSTRUT00000040469
‘—ETetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014686
Petromyzen marinus ENSPMAT00000008307
Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

Figura 16 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 39 sequéncias, utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML).

86



Vicugna paces ENSVPATO0000008507
—— Pteropus vampyrus ENSPVATG0000014164
Choloepus hoffmanm ENSCHOTO0000000246
Ctolermur gametti ENSOGATO0000015105
Loxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
Callithrix jacchus ENSCJATR0000010380 modif
Pongoe abelli ENSPPYTO0000015228
Hemo sapiens ENSTOR000274433
Pan frogledytes ENSPTRT00000056178
Gorilla gorilla ENSGGCTI0000024255 modif
Bos taurus ENSBTATO00G0014638
Canis famitiaris ENSCAFT00000G20408
Ajluropeda metanoleuca ENSAMET0O0000003248
Microcebus murinus ENSMICTO0000001086
Cavia porcellus ENSCPOTOG006022088
] Anclis carolinensis ENSACAT00000004500
Latimera chalumnae ENSLACTO0000013196
Nomascus leucogenys ENSNLETO00000G9003
Oryctelagus cuniculus ENSOCUTO00C0018729
L—— Myotis lucifugus ENSMLUTONC00008182
Mug musculus ENSMUSTO0000127573
Sarcophilus harisii ENSSHATI0000008942
REonodelphis domestica ENSMQODTO0000016314 modif
Meleagris gallopavwo ENSMGATO0Q0C00S866
Galiug gallus ENSGALTO0000014120
Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421

Taeniopygia gultata ENSTGUTO0000010165
Takifugu rubripes genet! ENSTRUTQ0000020869

iTelraodon nigrouiridis genel ENSTNITO0600017769

QOryzias tatipes ENSORLTO00G0006623
Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTG00G0020022

Danio rerio gene1 ENSDARTI0000088290
Danio rerio genez ENSDARTO0600061156 modif

L. Gadus morhua gene’ ENSGMOTO0000007333
Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTOQ000011348

— Takifugu rubnipes geneZ ENS TRUT000C0040469
- Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITO000G014686

Petromyzen marinus ENSPMATO0000006307
Caenorhabditis elegans F10E@.6c

0.1

Figura 17 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 39 sequéncias, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Vicugna pacos ENSVPAT00000009507
{:— Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164
L Choloepus heffmanni ENSCHOT0000000246
Otolemur gamettii ENSGGATO000C015108
E_oxodonla africana ENSLAFT00000015138 modif
Callithrix jacchus ENSCJATR00000103%0 modif
Pongo abelii ENSPPY TG0000015228
Homo sapiens ENST00000274493
Pan trogledytes ENSPTRTO0000056178
L— Gorllla godlla ENSGGGTG0000024255 madif
Bos taurus ENSBTATO0000014638
Canis familiaris ENSCAFTG0000020408
{;uropoda melanoleuca ENSAMET00000003248
Microcebus murinus ENSMICTO0000001086
Cavia porcelius ENSCPOTO0000022088
7] Anolis carolinensis ENSACATOO000004500
{: Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013198
Nomascus leucogenys ENSNLETO0000009003
—‘————- Oryctolagus cuniculus ENSOCUTO03C0018729
—— Myotis lusifugus ENSMLUTO0000008182
Mus musculus ENSMUSTO0000127573
Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008942
Monodelphis demestica ENSMQDTO0000016314 modif
| Meleagris gallopavo ENSMGATO0000009866
l————|—;§us—galls.1s ENSGALTO0000014120
Xenopus tropicalis ENSXETT00000061421
Taeniopygia gutiata ENSTGUTO0000010165
Tekifugu rubripes genel ENSTRUTC0000020869

CTetraodon nigroviridis genet ENSTNITO000001 7769

Qryzias latipes ENSORLTO0000006623

Gasterosteus aculeatus geneZz ENSGACTO00C0020022
Danio rerio gene1 ENSDARTO00000088290
Danic reric gene2 ENSDARTO0000061156 modif
[ Gadus morhua genel ENSGMOTO0000007333
Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTO0000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040469

{ Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014686
Petromyzon marnus ENSPMATO0000006307
Caenorhabditis elegans F10E3.6¢

a1

Figura 18 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 39 sequéncias, utilizando o método de Evolugao Minima (ME)
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Homo sapiens ENSTO0000374493

Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178

Goritta gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
Pongo abelli ENSPPYTO0000015226
Nomascus feucogenys ENSNLET00000009003
Callithrix jacchus ENSCJATO0000010380 modif

Otolemur gamettii ENSOGATO0000015105
Loxodonta afiicana ENSLAFTCR000015138 modif

Pleropus vampyrus ENSPVATOC000014164
— Bos taurus ENSBTATO0000014638

- Vicugna pacos ENSVPATO0000009507

Choloepus hoffrnanni ENS CHOTO0000000246
Microcebus murinus ENSMICTO00300G1086

Canis famifiaris ENSCAFTO0000020408
Ailuropoda melanoleuca ENSAMETOG000003248
Mus musculus ENSMUSTO000B1 27573
Cavia porcellus ENSCPOTO0000022088

Myotis lucifugus ENSMLUTOGODCO08182

Cryciolagus cuniculus ENSCCUTO0000016729
Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008642
Monoedelphis domestica ENSMODTOD000016314 modif
Taeriopygia guttata ENSTGUTO0000010185

Meleagris galiopavo ENSMGATO0000009866

Gallus gallus ENSGALT00000014120

Anolis carolinensis ENSACATG0000004500

Xenopus tropicalis ENSXETTCO00O061421
Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013196

#fﬁﬁ1 DL EE

Danio reric genet ENSDARTO0000088280

Takifugu rubripes genei ENSTRUT00000020869
Tetraodon nigroviridis gene! ENSTNITO0000017769
Oryzias latipes ENSORLTO0000006623

Castercsteus aculeatus gene2 ENSGACTI0000020022
Danio rerio gene2 ENSDARTO00GO061 156 modif
Gadus morhua genet ENSGMOTOO000007333
Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTO0000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040468
Tetraodon nigrovridis geneZ ENSTNITG00000146586

Petromyzon marinus ENSPMATR00000068307

Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

Figura 19 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos de 39 sequéncias, utilizando o método de Maxima Parcimonia (MP)
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Ailuropoda melanoleuca ENSAMETC0000003248
Microcebus murinus ENSMICTO00C0001086
L Bos taurus ENSBTATO0000014638
— Loxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
L Canda porcelius ENSCPOT00006022088
Cailithrix jacchus ENSCUIATO0000010390 modif
Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Pongo abelli ENSPPYT00000015226
Norascus feucogenys ENSNLETO0000009003
o Otolemur gametti ENSOGATO0000015105
- \ficugna pacos ENSVPATOO0OC009507
[ 1— Choleepus hoffmanni ENSCHOTI0000000246
L Ptercpus vampyrus ENSPVATOGI00014164

e Mlyotis lucifugus ENSMLUTCO000008182

Mus musculus ENSMUSTOG000127573

Goritla gorifla ENSGGOTO0600024255 modif

Oryetolagus cuniculus ENSCCUT000000616729

Taeruopygla guttata ENSTGUTC0006010165
sieagris gallopaw ENSMGATCO000008866

ﬂﬁ Canis familiaris ENSCAFTO0000020408

Gallus galus ENSGALTO0000014120

Sarcophilus hamisii ENSSHATO0006008942

e WON0OdeIphis domestica ENSMODTGO000G16314 modif
e ANGKS Carolinensis ENSACATOCO00004500

tLatimeria chalumnae ENSLACTCO000013196

b Xenopus fropicalis ENSXETTO0000061421

Danic reric genel ENSDARTO0000088290C

Banic refic gene? ENSDARTO0000061 156 modi
e Giaduis siorhiva genet ENSGMOTO0000007333

Gasterosteus acudeaius genel ENSGACTOG00001 1348
‘E Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040459

Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITOO000(14686
e (3ES1RI0S RS GCIHEAIUS genel ENSGACTIC000020022
Oryzias |atipes ENSORLTO000C006623

Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869
Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITQ0000G17769
Petromyzon marinus ENSPMATC00000063G7
Caenorhabditis elegans F10ES.6¢

=
=1

ol
b
e
e

Figura 20 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos de 39 sequéncias, utilizando o método de Unweighted Pair-Group Method
Using Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 3 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE CDNA DO

GENE RAPHI1

Oryetolagus cunicutus

L. Ochotons princeps

Erinaceus elrepaeus

- Microcetius murinus

Tursiops truncatus
Cheloepus hoffmanni

’ EV\cugna pacos

Loxedonta aliicana modif

Felis catus

Cava porcefius

—— Tarsiug syrichta

] Mus muscudus

7 L Omithorhynchus apatinus
Dipodomys ordii

[ Tupaia hatanges

Lo Sorex araneus
o Ganls familians
Allurspoda melancleuca
Pieropus Wvampyrus
Procava capensis

Sus scofa

- Equus caballus

Myotis fucifugus

Ototermur gametti

Callithrix jacchus maodif
 Pengo abeti

Nomascus leucogenys
Gorilla gorifta modid

Homo sapiens

Pan troglodytes

Bos taurus

— Macropus eugesii

Barcophilug harsi

- Monodelphis domestica modif
XENopUS [aewvis

——-——-—-——- Lalimera chalumnae
Petromyzon marinus

Oario redo gened modil

Oryrias tatipes

Gasterosieus aculeatus genet

Takifugu rubripes genel

Tetraodon nigrowridis genet

———————— - Gadus morhua gene2 modit

Dantia rerio gene2 modif

Gadus morhua genet

Gasterosteus acuieatus gene?
Takifugu rubriges gene2

Tetraodon nigrovridis gene2

rmmmmmmemmem= ANOES CATGINENS IS

Gaer elegans

Taeniopygia guttata
beieagns gallopave
- Galbus gallus

Figura 21 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
53 sequéncias, utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML)
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Pan troglodytes

<f Homic sapiens

r; Pongo abelli

H
+ - Callitwix jacchus modif
1

’.l L Nemascus lsucogenys

| Ctolemur gametti

N Sortta gotilla modif

Sorex aransus

Canis familiaris
[- Bos taurus
Myaotis lucifugus

— Tupaia belzngeri

§

i ;7 Alluropoda melancleuca

Plercpus vamgyrus

Falis catus
{Loxodonfe aficana modif

Tarsivs syrichia
—EMUS musculus

Microcebus murinus
— L Dipodomys ordii

Omitharhynchus anatinus

FMMMM%-—————- Petrormyzon marinus

F\
Equus caballus
Cavia porcelius

Gholoepus hoffrmanmy

-~ Prosava capensis

Sus scrofa

e ICUGNE PAGOS
Tursiops truncatis
Qchotona princeps
Erinaceus europaeus

Oryclolagus cuniculus

— Macropus eugeni
t&:arccphims narrisii
Monodelphis domestica modif

Latimeria chalumnae

Xenapus laevis

Meleagris gallopave
. Gallus gailus
Taeniopygia gutiata

Takitugy ribripas gene2

Tetraodon nigroviridis gene?

{Gasterosteus aculealus gene?

Gadus morhua gene’

Danio reric genez modif
Nanio reria genet modif

Gadus morhua gene2 modif

Oryzias latipes

- Gasterosteus aculeatus genet
Takilugus rubripes genet

Tetraodon nigrovridis genet

Anglis carclinensis

Caenorhabditis elegans

Al

Figura 22 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de cDNA de
53 sequéncias, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Homo sapiens
Par treglodytes

Pongo abell

Callithrix jacchus maodif
NOMASCUs ieucogenys
Ototemur gameti
Goritia goilla modif
Sorex araneus
r—— Canis famitiang

Bos taurus
{:;d:;is tucifugees
— Tupafa belangeri

Procavia capensis

Sus scrofa

Afluropoda melancleuca

Pteropus vampyrus
Felis catus

{Loxodonta aficana modif
Tarsius syrichia

EMus musculus

Iicrocebus murinus
Dipodomys ordii

Omithorhynchus anatinus

Petromyzon marinus

Equus cabalius
Cava porcelius

Choloepus hoffmanni

Vicugna pacos
Tursiops truncatus
Ochotona princeps
Erinaceus europaeus

Oryelolagus cuniculus

™~ Macropus sugeni
CSamophilus harrisii

Monodelphis domestica modif
Latimeria ehalumnae

e — e Yenopus laevs

M Meleagrs gallopawo

Gallus gallus
Taeniopygia guilata
Taxifugu rubripss gene2

Tetraodon nigroviridis gene2

Gasterosisus aculeatus gene?
Gadus morhua genet
Danio rerio gena2 medif

Danio rerio genet modil

Gadus morhua gene2 madif
—— Oryzias latipes
Gaslerostaus aculeatus gene’

——— Takifugu rubripes genet

b Tetraodon nigroviridis genet

Anciis carolinensis

Caenorhabditis elegans

Figura 23 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
53 sequéncias, utilizando o método de Evolu¢do Minima (ME)
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Homo sapiens

Pan troglodyles

Gorila gorilla modif
Pongo abelli

Nomascus jeucogenys
Callithrix jscchus modif
Ololernur gametii
Equus caballus

Myotis lucifugus
Alluropeds melancleuca
Pterapus vampyrus
Procavia capensis
{oxodonta africana modif

Canis

Felis calus

Sorex araneus

- Tupaia belangeri

lﬁ

Tarsius syrichta
B Tursiops trincatus
3 Erinaceus suropaeus

Dipadomys ordif

g7 g+ Choloepus hofmanni

L Vicugna pacos

= Microcebus murinus
-— Mug musculug

Cavia porcelius
Oryctolagus cunicuius

65 Ochotaona princeps

[ Bos taurus
15— Sus scrofa

Macropus eugenii

@ \—I: Sarcophitus harrisii
b

iManodsiphis demeastica modif

M ]7 Analis carclinensis

Taeniopygia gutiate

100 Meleagris gallopawe
o0 Galius galtus

L atimeria chatumnae

Xenopus laevs

— Ormithorbynchiss anatines

] - Pelromyzon marinus

Dario rerie gene1 modif
QOryzias {atipes

Gadus morhua gene? modif

4t Gasterosteus aculeatus genst

Takifugu nibripes genet

Tetraodon nigrovindis genel

Danio reno gena? modif
Gasterosteus aculeatus gene?

“E

— Takifugu rubripes gene2

Gadus morhua genst

Tetraoron nigrovifidis gene?

Caenorhabditis elegans

Figura 24 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de cDNA de
53 sequéncias, utilizando o método de Maxima Parcimonia (MP).
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Homo sapiens
ﬁpan tregicdyles

Pongo abelli

Nomascus laucogenys
Callithrix facchus modif

tlicrocebus murinus

! E Otolamur gamettit
[— Tupaia belangen

—— Felis catus

Myatis lucifugus
tencodon| & aficana modif
Sorex araneus

Canis Fanvlians

Tarsius syrichia

Alus musculus

Gorilia gorilla modif
Erfnaceus siropasus
Chotoepus hoffmanni
Ceanda porcellus
Tursiops truncatus
Wicugna pacos

Bos taurus

Orystolagus cunicius
Ochotena pinceps
--———-—— Procava capensis
Pleropus vampyrus

Bus scrofa

Atluropoda melanoleuca
Dipedomys ordit
[ Monodelphis domestica modif
Macropus euvgenii
Sarcophiles hagisii

Taeniopygia guitata

Meleagris gallopave

[

Gallus gabus

Anolis carolinensis

Etius caballus

-
-

Gadus morhua gene2 modil

Omithorhynchus anatinus

Fatromyzon masinus

Lath ia chalumnaeg

Xenopus laevs

Oryzias latipes

Gasterosteus aculeatus genel
Takifugu rubripes gene
Telraodon nigrodridis genet

Danio rerio gene2 modif

Gasterostous aculeatus gene2
Gadus morhua genet
Takifugu rubripes gene?

Tetraodon nigroviridis gene2

Danit rerie gene’l modif

Caenorhabditis slegans

-
o
o
=
o

Figura 25 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
53 sequéncias, utilizando o método de Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages (UPGMA)
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Adluropoda melanoleuca
{[-Pteropus vampyrus
Otolemur gamettii
L Callithrix jacchus modif
Pongo abelli

Homo sapiens

Pan trogiodytes

L Nomascus leucogenys

Gorilta gorilla modif
Myotis iucifugus

Canis familiaris

Bos taurus

L.oxodonta africana medif

Oryctolagus cuniculus
Microcebus murinus

Mus musculus

Cavia porceflus
Chotoepus hoffmanni
Vicugna pacos

_{jamophilus harrisii

Monodelphis domestica modif

—r Anolis carolinensis

- Taeniopygia guttata

r Meleagris gallopavo

Gallus galius

Xenopus laevis

Latimeria chalumnae

Danio rerio genet modif

Oryzias latipes

Gasterosteus aculeatus genet
Takifugu rubripes genet

Tetraodon nigroviridis genet

Danio rerio gene2 modif

(Gadus morhua gene’

Gasterosteus aculeatus gene2

Takifugu rubripes gene2

Tetraodon rigroviridis gene?

Caenorhabditis elegans

Petromyzon marinus

Figura 26 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
39 sequéncias, utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML)
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Homo sapiens

——

Pan troglodytes

t Pango abeili

Callithrix jacchus motif
Otolemur gamettii
Ailuropoda mefanoleuca
Pteropls vampyrus
Gorita gorilla modif
Nomascus jeucogenys

Bos taurus

Myotis lucifugus

Canis familiaris

Choloepus hoffmanni
Vicugna pacos
Microcebus murinus

Mus musculus

Cavia porcellus

Oryctotagus cuniculus

Loxodonta africana modif
Sarcophilus harrisii
Monodelphis domestica modif

Xenopus laevis

Latimeria chalumnae

Anoiis carolinensis

Taeniopygia guttata

—r———--—-« Meteagris gallopavo
Gallus gallus

Danio rerio gene1 modif

_:Oryzias latipes

Gasterosteus aculeatus genet

_|: Takifugu rubripes genet

Tetraodon nigrovridis genet

Danio rerio gene? modif

_17 Gasterosteus aculeatus gene2

Petromyzon marinus
—— Gadus morhua genet

—‘j Takifugu rubripes gene2

Tetraodon nigrovridis gene2

Caenworhabditis elegans

01

Figura 27 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
39 sequéncias, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Homo sapiens

Pan iroglodytes
Pongo abelli
Caliithrix jacchus modif

Otolemur garnetti

Ailuropoda melanoleuca

Pteropus vampyrus

Gorilla gosilla modif
Nomascus leucogenys

Bos taurus

Myotis lucifugus

Canis familiaris
Choloepus hoffmanni
Vicugna pacoes
Microcebus murinus

Mus musculus

Cavia porcellus

Oryctolagus cuniculus

Loxodonta africana modif

Sarcophilus harrisii
Monodelphis domestica modif
Xenopus laevis

t——— Latimeria chalumnae

Anolis carolinensis

Taeniopygia gutiata

_____|——-——-———~ Meteagris gallopavo
Gallus gallus

Banio refio genel1 modif

4|:Oryzias latipes
Gasterosteus acufeatus genet
Takifugu rubripes gene1l

£ Tetraodon nigroviridis genet

Danio rerio gene2 madif

r Gasterosteus aculeatus gene2
Petromyzon marninus

—— Gadus morhua genel
Takifugu rubripes gene?

———:traodm nigroviridis gene2

Caenorhabditis elegans

Figura 28 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
39 sequéncias, utilizando o método de Evolugao Minima (ME)
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Homao sapiens

Pan troglodytes
Gorilta gorilla modif
Pongo abelli
Nomascus leucogenys

Callithrix jacchus modif

Otolemur gametii

Myotis lucifugus

Ailuropoda melanoleuca
- P

— Pteropus vampyrus

Canis familiaris

Bos taurus
[: Choloepus hoffmanni
Vicugna pacos

Loxodonta africana modif

Microcebus murinus

Cania porcellus

Oryctolagus cuniculus

Mus musculus

— Sarcophilus harrisii

I Monodelphis domestica modif
— Xenopus laevs

L. Latimeria chalumnae

Anclis carclinensis

Taeniopygia guttata
_[: Meleagris gallopavo
— Gallus gailus

Danio rerio genet modif

Oryzias latipes

Gasterosteus aculeatus genet
Takifugu rubripes genel
Tetraodon nigroviridis gene’

Danio rerio geneZ modif
Gasterosteus aculeatus gene2
Gadus morhua genet

Takifugu rubripes gene2

Tetracdon nigroviridis gene?

Petromyzon marinus

Caenorhabditis elegans

Figura 29 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de cDNA de
39 sequéncias, utilizando o método de Maxima Parcimonia (MP)
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Homo sapiens

Pan troglodytes

Pongo abelli
Nomascus leucogenys
Callithrix jacchus modif
Microcebus murinus
Qlolemur gamettii
Myotis lucifugus

Canis familiaris

Loxodonta africana modif
Gorilla gorilla modif
Bos taurus
Mus musculus
Choloepus hoffmanni
CaMa porcelius
Vicugna pacos
Sarcophitus harisii
Monodelphis domestica modif
Taeniopygia guttata
Meieagris gallopawo
Gallus gallus
Oryctolagus cuniculus
Anolis carolinensis
Ailuropoda melanoleuca
[: Pteropus vampyrus

Latimeria chalumnae

Xenopus laeds

Oryzias latipes
[ -: Gasterosteus aculeatus genel
Takifugu rubripes genel
_I: Tetraodon nigrovridis genet

Danio rerio gene2 mocdif

Gasterosteus aculeatus gene?

Gadus morhua genel

Takifugu rubripes gene2

Tetraodon nigroviridis geneZ

Danio rerio gene?l madif

Petromyzon marinus

Caenorhabditis slegans

Figura 30 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de cDNA de
39 sequéncias, utilizando o método de Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 4 — ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO RA DO GENE RAPH1

Takifugu rubripes geneZ ENSTRUTO000004045809
Tetracdon nigrovridis gene? ENSTNITOD000014685
GCasterosteus aculeatus genet ENSCACTORO00011348
—— Gadus morhua genel ENSGMOTIO000007333
“—— Danio renio gene2 ENSDARTOO00061156 modif
Gadus morhua gene2 ENSGMOTO00000COB0E modif
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTON000020622
Cryzias latipes £NSORLTOG00006623
Takifugu rubripes genel ENSTRUT0000G0Z0862
Tetraodon nigrowndis genel ENSTNITGO000017769
Felis catus ENSFCATO0000019231
- Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196
- Anolis carolinensis ENSACATDAC00004500
Meleagris gallopavo ENSMGATO0000008566
|1 Gallus gailus ENSGALTO00Q0014120
Taeniopyqgia guitata ENSTGUTO000C0010165
Xenopus tropicalis £ENSXETTOO000061424
F Myofis lucifugus ENSMLUTO0000008182
L. Sorex araneus ENGSARTCO000GO0357
Sarcophtus harrisii ENSSHATO0000008942
Macropus eugenii ENSMEUTBO000002528
IMoncdelphis domestica ENSMOQDTG000016314 modif
Pleropus vampyrus ENSPVATIOUC0014164
Cheloepus hofimanni ENSCHOTOOG0000246
Canis famiiiaris ENSCAFT00000020408
Microcehus murinus ENSMICTO0D00001086
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Bos feurus ENSBTATC0000014638
Mus musculus ENSMUSTIO000127573
Sus scrofa ENSSSCTO00000 7550
{— Loxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
Callithrix jacchus ENSCJATO0Q00010320 modif
Otolerur gametii ENSDGATO0000015105
Ailuropoda melanoleuca ENSAME TOONQGO03248
Tursiops truncatus ENSTTRTOC000005203
Tupaiz belangeri ENSTBETG0DO00017 34
M Cava porcellus ENSCPOT00000022088
Homo sapiens ENSTO0000374483
Fan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Goritla gonita ENSGGOTI0000024258 modif
Pongo abeli ENSPPYTO0000015226
Oryclolagus cunicolus ENSOCUTI0000016729
Vicugna pacos ENSVPATG0000009507
Ochotona prnceps ENSOPRTO0000005680
Danio refic genel ENSDARTCOD000BEZ90
Dipodomys ordii ENSDORTRO000007527
————— Nomascus leticogenys ENENLETDGO00009G03
Procavia capensis ENSPCATCOC00006276

Caencrhabditis elegans F1OES 6c

Al

Figura 31 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoécidos da regido do dominio RA, utilizando o método de Méaxima
Verossimilhanca (ML)
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Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869
Tetraodon nigrovndis genel ENSTNITO0000017769
Oryzias lalipes ENSORLTROG000068623

Gasterpsteus acideatus geneZ ENSGACTO0000020022
Dania rerio genet ENSDARTODO00088290

Danie rerio gene2 ENSDARTO0000061 156 modif
Gadus morhua genel ENSGMOT00000007333
Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTOG000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040469
Tetracdon nigrovridia genez ENSTNITG0000014886
Felis catus CNSFCATO000G019231

Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000060608 modif
L— Latimeria chalumnae ENSLACTO000G013196

- Anolis carolinensts ENSACATOD0000G4500

Meleagris galiopavo ENSMGATC0000005856

Gallus gallus ENSGALTO0000014120

Taeniopygia guttata ENSTGUTO00G0G10165
Henopus tropicalis ENSYETTO0000061421
L Myotis Tucifugus ENSMLUT00000008182
- Sorex araneus ENSSARTO0000000357
Sarcophifus hamisii ENSSHATO0000008942
L Macropus eugenii ENSMEUTS0000002528
Monodeiphis domesiica ENSMGDTO0000016314 modif
Bos taurus ENSBTATC0000014638
Callithrix jacchus ENSCJATOD000010390 modif
Pteropus vampyrus ENSPVATI0000014164
Choloepus hoffmanni ENSCHOTO0000000246
Canis familians ENSCAFTO0000020408
Tarsius syrichia ENSTSYTO00G0014267
Otolemur garmettii ENSOGATI0000015105
Mus musculus ENSMUSTO0000127573
Sus scrofa ENSSSCT00000017550
L Loxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
Iicrocebus rmurinus ENSMICTROA0000 1086
Adluropoda melancleuca ENSAMETOO000003248
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Tupaia belangeri ENSTBETO00G0001734
Vicugna pacos ENSVPATOG0GO008507
Gorilia gonlla ENSGGOTI0000024255 mod:if
Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan troglotytes ENSPTRTE0000056178
Pongo abelli ENSPPYTG0000015226
Oryctotagus cuniculus ENSQCUTO000001872¢
Ochotona princeps ENSCPRTO0000005690
L. Cavia porcelius ENSCPOTOGG00022088
Nsmascus leucogenys ENSNLETO0000G02003
Dipodomys ordii ENSDORT00000007527
Procava capensis ENSPCATO00D0006276

Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

0t

Figura 32 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio RA, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)

102



Takifugu rubripes genel ENSTRUTO0000020869
Tetracdon nigrovridis gene1 ENSTNITO0000017759
Oryzias latipes ENSORLTOG000008623
Gasierosteus aculealus gene2 ENSGACTOO000020022
Danio rerio gened ENSDARTCOX00088290
Danio rerie gene2 ENSDARTO0G00061156 modif
Gadus morhua genet ENSGMOTO0GIL007 333
Gasierosteus aculezius genel ENSGACT0OC000011348
Takifugu rubripes geneZ ENSTRUTI0000040469
Tetraodon nigrovridis gene? ENSTNITOO000014686
Felis catus ENSFCATO00G0019231

Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000000606 modif
— Latimeria chalumnag ENSLACTO0000013196
—~ Anclis carolinensis ENSACATO0000004500
Meleagris galicpavo ENSMGATBO000009866
| Gallus gaflus ENSGALTOD000C14120
Taeniopygia guttata ENSTGUTO0000010165
Xenopus tropicalis ENSXETTI0000061421
L Myotis lucugus ENSMLUTO0000008182
- Sorex araneus ENSSARTG0000006357
Sarcophifus harisi ENSSHAT00000008042
Macropus eugenii ENSMEUT00000002528
Monadeiphis domestica ENSMODTOOG00016314 modif
Bos taurus ENSBTATO0000014638
Callithtix jaschus ENSCJATION00010390 modif
Pleropus vampyrus ENSPVATO0000014164
Choleepus hofimanni ENSCHG 100000000246
Canis familiaris ENSCAFTOD000020408
Tarsius syrichta ENSTSYTO0G00014267
Otolemur gamettii ENSQGATI0000215105
fMus muscuius ENSMUSTO0000127573

Sus scrofs ENSSSCTO0000017550
L Loxodenta africana ENSLAFTI0000015138 modif
Microcebus murinus ENSMICTO00000G1086
Ailuropoda msfancleuca ENSAMETE0000003248
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Tupaia belanger ENSTBETOC000001734

Vicugna pacos ENSVPATO0G00009507

Gorilia gorilla ENSGGOTI0000024255 modif
1| Homo sapiens ENSTO0000374483
Pan troglodyies ENSPTRTCO000056178
Pongo abelli ENSPPY TO0000015226
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTIO000016729
Ochotona princeps ENSOPRTO0G0G0056G0
- Cania percellus ENSCPOTO0000022088
Nomascus feucogenys ENSNLETOO000000003
Dipodomys ordil ENSDORTOG000007527
Procavia capensis ENSPCATO0C00006276

Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

01

Figura 33 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio RA, utilizando o método de Evolugao Minima (ME)
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Otolemur garnettii ENSOGATO0000015105

Felis catus ENSFCATO0000019231

ks rousculus ENSMUSTI0000127573

Sorex araneus ENSSARTOC000000357

Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203

Bos taurus ENSBTATO0000014538

Choloepus heffmanni ENSCHOT00G00000245

Macropus eugenii ENSMEUTD0000002528

Sarcophilus harisii ENSSHATO0GC0008942

konodelphis domestica ENSMODTO0000016314 modif

Tarsius syrichta ENSTSYTOC000014267

Microcebus murinus ENSMICTOO000001086

Sus sorofa ENSSSCTO0000G17550

Lexodonta africana ENSLAFTC0000015138 modif

Cavia porcellus ENSCPOTIG000022088

Ailuropoda melanoleuca ENSAMETO0000003248

Callithrix jacchus ENSCJATO000C010380 modif

Pteropus vampyrus ENSPVATO0O00014164

— Tupaiza betangeri ENSTBETOOC0D001734

Canis familiaris ENSCAFT00000020408

Gallus gallus ENSGALTC00C0014120

Xenopus trepicalis ENSXETT00000081421

Latimeria chalumnae CNSLACTO0000043186

Taeniopygia guttate ENSTGUTOOGD0D10165

Meleagris gallopavo ENSMGATO0000008868

Anolis carolinensis ENSACATO0000004500

Myotis lucifugus ENSMLUTO0000008182

- Danio rerio gene’ ENSDARTO000008829C

L. Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000000606 maodif

Takifugu rubripes genet ENSTRUTGC000020869
] AE Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITO00G0017769
Oryzias latipes ENSORLTOC000006623

L Gasterosteus aculeatus gene? ENSGAGTII0D0020022

Danio rerio gened ENSDARTO0000061156 modif

(Gadus morhua genet ENSGMOTOCC00007333
Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTO0000011248

‘E Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTOC0D0040469
Tetraodon nigroviridis gene? ENSTNITO00G0014686

Qchotona princeps ENSOPRTOOLGO005650

Gorilka gorita ENSGGQT0000002425% modif

Vicugna pacos ENSVPATOCO0D00SE07

Dipodomys ordit ENSDORTO0000007527

Ponge abelli ENSPPYT00Q00015225

Nomascus leucogenys ENSNLET00000009003

- Homo sapiens ENSTO0000374493

ﬂl{ Pan trogiodyles ENSPTRTO0000G56178
Oryetolagus cunicutus ENSOCUTO0000016728

Procava capensis ENSPCATI0000006276

Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

Figura 34 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio RA, utilizando o método de Méaxima Parcimonia
(MP)
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Ptercpus vampyrus ENSPVATOD000014164
Tupaia helangeri ENSTBETC0000001734
Tursiops fruncatus ENSTTRTOC000005203
Choloepus hoffmanni ENSCHOTOG000000246
Mus muscuius ENSMUSTO0000127573
Ailuropoda melanoleuca FNSAMFTOOODO003248
(| caris samiliaris ENSCAFTO0000020408

Bos taurus ENSHTATO0000G14538

Otolemur gamellii ENSOGATODIC0G15105
Microcebus murinus ENSMICTIC000001066
Tarsius syrichta ENSTSY 100000014257
Callithrix jacchus ENSCJIATOOC00010380 modif
Homo sapiens ENSTOG00G374493

Pan troglodytes CNSPTRTOGO00055178

Gorilla gerifla ENSGGOT00000024255 modif
Ponge abelli ENSPPYTO0000015226
Dinodomys ordi ENSDORT00000007527
Oryclolagus cuniculus ENSOCUTO0000016728
Ochotona princeps ENSOPRT00000005690

- Sus sorofa ENSS3SCT00000017550

L. Vicugna patos ENSYPATO0000003507

— Anolis carolinensis ENSACATO0000004500
Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008942
Monodelphis domestica ENSMODTON00015314 modif
Macropus eugenii ENSMEUT000000025628
Felis catus ENSFCATO00GC019231

Meleagis galtopaw ENSMGATOOG00009866
Gallus gallus ENSGALTO0000014120
Taeniopygia guitata ENSTGUTO0000010185
Xenopus tropicalis ENSXETTO000C0061421

- Myotis lucifugus ENSMLUTOOXIGO08162

Sorex araneus ENSSARTCO0Q0000357

Cawa porcellus ENSCP(OT00000022088
Procava capensis ENSPCATO00COG0B276
Loxodonta afiicana ENSLAFTO0C00015138 modif

Latimena chalumnae ENSLACTOO000G13196
Nomascus leucogenys ENSNLETO0000002003
Gadus morhua gene! ENSGMOTG0000007333
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040489
Tetraodon nigroviridis gene? ENSTNITO0000014686
L Gasterosteus aculealus genel ENSGACTDO000011348
Dania rerio gene? ENSDARTI0OCN061 156 modif
Dario reno genel ENSDARTOO0GI0EE260
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTDO00I020022
r Oryzias latipes ENSORLTO0000006623
— : Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869
-ITetraomm nigrovridis gene1 ENSTNITO0000017769
Giadus morhua gene2 ENSGMOTO000000GE06 modif
Caenorhabditis elegans F10EQ.6c

04 03 02 1 on

Figura 35 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio RA, utilizando o método de Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 5 — ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO RA DO GENE RAPH1

Monodeiphis domestics ENSMODTO00G0016314 modif
Pteropus wampyrus ENSPVATCL000014164
Choloepus hoffmanni ENSCHOTOOOGO000246
L Macropus eugenii ENSMEUTOG000002528
- Vicugna pacos ENSVPATO0000008507
Oryciolagus cuniculus ENSOCUTO0000G16729
Loxodorta africana ENSLAFTO0000015138 modif
Pengo abelli ENSPPYTO0000015226
Homo sepiens ENSTO0000374493
Pan troglodytes £NSPTRTO0000066178
Callithrix facchus ENSCJATOO00001G390 modif
= Sorex araneus ENSSARTOO000000357
Georilia gorilta ENSGGQTD0000024255 modif
Tursiops truncatus ENSTTRTOO0000G5203
Gallus gallus ENSGALTO0000014120
«L Taeniopygia guttata ENSTGUTO0000010165
1!‘uﬂe\eagﬂ‘s gallopavn ENSMGATOCC00000266
Nomascus leucogenys ENSNEETI00G0009003
‘gErinaceus ewropaeus ENSEELITO00000M 2046
Tupaia belanger ENSTBETO0000001734
Microcebus murinus ENSMIGCTO0000001686
Bos taurus ENSBTATO0000014638
' Cavia parcellus ENSCPROTO0D00022083
{ { Sus scrofa ENSESCTO00000175650
Procaa capensis ENSP CATO0000006276
r: | Anolis carolinensis ENSACATO00D0004500
— Bus muscuing ENSMUSTOONC01 27573
H— Tarsius syrichta ENSTSYTO0000014267
Myotis fucifugus ENSMLUTO0C0008182
e Canis famiians ENSCAFTO0000020408
“ Felis catus ENSFCATO0000018231
Ailuropoda melanoleuca ENSAMETG0000003248
— Ochotona princeps ENSOPRTO0O00005890
Otolemnur gamettii ENSOGATO0000015105
1= Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196
b Xencpus tropicalis ENSXETT0000CDE1421
t— Darsio rerio gene2 ENSDARTO00000611568 maodif
| b Oryzias latipes ENSORLTOOOXIO06623
‘}- Danio reric genet ENSDARTOO000088250
‘ Gadus meorhua gene2 ENSGMOT00000000606 modif
‘ — Gasterosteus acuteatus gene2 ENSGACTO0000020022
4 Takifugu rubripes genet ENSTRUTG0000020859
Tetrzodon nigrovndis gene1 ENSTNITOO000017769
Gadus marhua genel ENSGMOTO0000007333
Casterasteus aculeatus genel ENSGACTO0000011348
Takifugu rubripes gene? ENSTRLUTO0000040469
Tetracdon nigrovinidis gene2 ENSTNITI0000C 4686
Fetromyzon marnus ENSPMATI00000068307

ﬁ Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008942

Caenorhabditis elegans F10E9.6c

[1h}

Figura 36 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos da regido do dominio PH, utilizando o método de Méxima
Verossimilhanga (ML)
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Choloepus hoffmanni ENSCHOT0O0000000246
Macropus eugenii ENSMEUTO0000002528
Sarcophilus hamisii ENSSHATO0000008942
Monodelphis domestica ENSKMODTO0000016314 modif
Vicugna paces ENSVPATOU00009507
l—Ptem;:ws vampyris ENSPVATO0000014164
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTOC000016729
Loxodonta africana ENSLAFTOC0G0015138 modif
Pongo abelii ENSPPYTIO000015226
Homo sapiens ENSTO0000374493
Fan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Callithrix jacchus ENSCJIATOO000010390 maodif
t— Sorex aranaus ENSSARTO000000G357
Gorilla gorilla ENSGGOT00000024255 modif
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203

Taeniopygia guttata ENSTGUTO0000010165
Meleagris galiopavo ENSMGATOR000009866
ﬁ Nomascus leucogenys ENSNLETO0000008003

‘ Galius gallus ENSGALTCG000014120

i Erinaceus eurcpasus ENSEEUT0G00001 2046
i Tugaia belangeri ENSTBE TOO000001734
Microcebus murinus ENSMICT00000001086
Procasia capensis ENSPCATO000DO06276
LAﬂo}is carolinensis ENSACATOG000004500
Sus serofa ENSSSCTO0BO001 7550
l-' Bos taurus ENSBTATD0000014633
Cava porceffus ENSCPOTO0GG3022088

Tarsius syrichta ENSTSY T00000014267
Myotis lucifugus ENSMLUTOD000008182
— Ochotona princeps ENSQOPRT0O0000005690
) Felis catus ENSFCATG00000192317
‘—— Canis familiaris ENSCAFT00000020408
Ailuropoda metanoleuca ENSAMETO0000003248
Otalemur garnetti ENSCGATOOROD015105
- Latimeria chalumnae ENSLAGTO0000013196
L Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421t
Oryzias latipes ENSORLTO00C0006623
Danio rerio genet ENSDARTCOGI0085280
Gadus morhua gene? ENSGMOTO00000006866 modif
Gasterosieus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022
Takifugu rubripes genel ENSTRUTCO000020869
Tetraodor nigroviridis genet ENSTNITOO0QGO1 7769
Dania reric geneZ ENSDARTO0000061156 modif
Gadus morhua genet ENSGMOTIN00007333
Gasterostets aculeatus genel ENSGACTON000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTC0000040469
Tetraodon nigrovirdis gene2 ENSTNITOO000014686
Peatromyzon marinys ENSPMATI0000006307
Caenorhahditis elegans F10E9 6c

? Mus muscuius ENSMUSTO0000127573

jilid

Figura 37 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio PH, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Choleepus hofimanni ENSCHQTI0000000246
L— Macropus eugenii ENSMELTO0000002628
y Sarcophilus harrsii ENSSHATO0000008942
‘.{ Maonodelphis domestica ENSMODTOG000016314 modif
Vicugna pacos ENSVPATCO000009507
[Pieropils vampyrus ENSPYATB0000G4164
Oryctalagus cuniculus ENSGCUTO0000016729
Loxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
Ponge abelli ENSPPYTO0000015226
Homo sapiens ENSTOO000374493
Pan trogiodytes ENSPTRTU0000056178
Callithrix jgcchus ENSCJATO0000G1G380 madif
t— Sorex araneus ENSSARTQO000000357
Gorilia gorilia ENSGGOTO0000024255 moddit
Fursiops truncatus ENSTTRTO000G005203

Taeniopygia guttata ENSTGUTO0000010165
Maleagrs galiopavo ENSMGATOG00000986G
‘{'Nomascus leucogenys ENSNLETO0000009003

Gallus galius ENSGALTODC00014120

Erinaceus europaeus ENSEEUTO0000012046
Tupaia belangen ENSTBE TO0000G(1 734
pHcrocebus murinus ENSMICTB0000001086
Procavia capensis ENSPCATO00CO008276
‘-Ano&is cardiinensis ENSACATOG000004500
Sus scrofa ENSSSCT00000617550
h Bos taurus ENSBTATCC000014638

Cauvia porceffus ENSCPOT00000022088

Mus musculus ENSMUSTO000127573
‘{«‘Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Myotis lucifugus ENSMLUTO0000008462
— Ochotona prineeps ENSGPRTO0000005690
1 Felis catus ENSFCATO000001$231
‘—Can'rs farniliaris ENSCAFTO0000020408
k Ailuropoda melanoieuca ENSAMETE0000003248
Otolermur gamettii ENSQGATOGOC0015105
— Latimeria chalumnae ENSLACTO000001 3196
L— Xenopus tropicalis ENSXETTO000006142
Oryzias latipes ENSORLTC0G0M006623
Sanio rerio genel ENSDARTOG000088200
Gadug morhua genez ENSGMOTGO000000608 modif
Gasterosieus aculeatus gene2 ENSGACTO0G00020022
Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTGD000020868
Tetraodon nigrovndis genel ENSTNITODOUGHN 7769
‘— Danto refio gene? ENSDARTIOOG0G61156 modif
Gadus morhua genet ENSGMOTO0000007333
Gaslerosteus aculealus genet ENSGACTO0000011348
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTGO000040469
Tetraodon nigrovridis gene? ENSTNITOO000314686
Petromyzan marinus ENSPMATO000G006307
Casnorhabditis elegans F10E9.6c

1313

Figura 38 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminodacidos da regido do dominio PH, utilizando o método de Evolu¢ao Minima (ME)
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Procava capensis ENSPCATC0000006276
LE Oryctotagus cuniculus ENSOCUTI0000 16720
Microcebus murinus ENSMICT00003001086
—mme— GOt gorilla ENSGGOTO00024266 madif
Paonge abelli ENSPPYT00000015226
Sorex araneus ENSSARTO0C0U000357
Pan troglodytes ENSPTRTOC000056178
Chologpus hoffmanni ENSCHGTO0000000248
Bos taures ENSBTATO0000G14838
Cavia porcelius ENSCPGTI0000022088
Otolemur gametti ENSGGATOC000015105
Tursiops truncatus ENSTTRTO00000G5203
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
Vicugna pacas ENSVYPATO0000008507
Callithrix jacchus ENSCJIATO0000010380 modif
e Tarsius syrichta ENSTSYT00000C14267
L myotis ucifugus ENSMLUTO0000008182
= Mus musculus ENSMUSTO0000127573
L Macrapus eugenii ENSME UT00000002528
Laxodonta africana ENSLAFTO0000015138 modif
— Nomascus leucogenys ENSNLETO0000069003
L Erinaceus europacus ENSEEUTOD0C0012046
Anolis carolinensits ENSACATO0000004500
— Sarcophilus hasisti ENSSHATS0000008942
L Menodelptiis domestica ENSMODTO0000016314 modif
Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164
: Sus scrofa ENSSSCTO00G0017550
Homo sapiens ENSTOC000374432
Ailuropoda melanoleuca ENSAMETO0000003248
Ochotona princeps ENSOPRTINO00005680
— Canis famitiaris ENSCAFTO0000020408
Felis catus ENSFCATEO000019231
Meleagris gallopave ENSMGATOC000002868
L{: Gallus gallus ENSGALTO0000014120
Taeniopygia guttata ENSTGUTOO000010165
Latimeria chalumnae ENSLACTOG000013196
Dario rerio genel1 ENSDARTOO00008E230
L Gadus morhua gene? ENSGIOTIN000060606 modit

Petromyzon marinus ENSPMATO00G0006307
Xenopus wopicalts ENSXETTO000061421
T Danio rerio gene2 ENSDARTOO000061166 modif
] Oryzias lalipes ENSORLTO0000006623

Gasierosieus aculealus gene?2 ENSGACTOO0G0020022
Takifugu nibripes genet ENSTRUTOO0G0020865

rm

-

Tetracdon nigroviridis gene1 ENSTNITCOI00017769
Gasterosteus aculealus genet ENSGACTOC0000112348
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTDO000040469
Tetraodon nigrouridis gene2 ENSTNITOO0000014686
Gadus morhua genel ENSGRMOTOO000007333
Caencrhabditis elegans F10ES8.6¢

Figura 39 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio PH, utilizando o método de Méaxima Parcimodnia
(MP)
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Loxodonta aficana ENSLAFTG0000015138 modif
Qryctolagus cuniculus ENSCCUTO0000016729
Tursiops truncatus ENSTTRTOC000G05203
Microcebus murinus ENSMICTO00C0001686
Callithrix jacchus ENSCIATIOGG0010380 modif
Paonge abetli ENSPPYTO0000015226
Gorilla gorifla ENSGGOTO0000024255 modif
Pan troglodytes ENSFTRTO0000056178
Homeo sapiens ENSTOG00G374493
Provavia capensis ENSPCATOR000006276
Tupaia beiangeri ENSTBETO0C00001734
Anclis carolinensis ENSAGATI0000004500
Nomascus feucogenys ENSNLETO0000008003
Sus scrofa ENSSSCTOC000017550
Frinaceus europaeus £NSEEUTO0000012046
Bos taurus ENSBTATOODC0014638
-ECa\.ia porcellus ENSCPOTN0000022068
r Choloepus hoffmanni ENSCHOTOGI00000246
Preropus vampyrus ENSPVYATO00G0014164
Sarcophilus harrisii ENSSHATCO000008942
Monaodelphis domestica ENSMODTONN00016314 modif
- Vicugna pacos ENSVRPATO0000009507
i~ Sorex araneus ENSSARTGO00G000357
Felis catus ENSFCATO0000019231
%Awluropoda melanoteuca ENSAMETO0000003248
Ololemur garnettii ENSGGATI0000015105
{ Latimeria chalumnae ENSLACTOUC00013196
Tarsius syfichta ENSTSYTO00D00014267
_[Mynlis lucifugus ENSIMLUTOI000006182

Meteagris gallepaws ENSMGATO0000008866
Gallus gallus ENSGALTO0000014120

r#u Qchotona princeps ENSOPRTCO00C005650
L Mus muscuius ENSMUSTO00G0127573

—— Macropus eugenii ENSMEUT00000002528

e XEIOPUS tropicalis ENSXETTOM000061421

L— Canis farmiliaris ENSCAFT00060020408

Oryzias latipes ENSORLT00000006623

Danio refio gene1 ENSDARTICO00038290
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTONO00020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOT00000000608 modif
Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020859
Tetraodon nigroviridis gened ENSTNITODOC0O1776S
Danic refio gene? ENSDARTICONA064 156 modi
Gadus morhua genet ENSGMOT00000007333
Gaslercsteus aculeatus genel ENSGACTI00C0011348
Takifugu wbripes genez2 ENSTRUTOC000040469
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITO0000014686
Petromyzon marinus ENSPMATIOMI0006207
Caenarhabditis elegans F10£9.6¢

ﬂTaensopygia guttata ENSTGUTOO000010165

Figura 40 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminodacidos da regido do dominio PH, utilizando o método de Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 6 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO GM DO GENE RAPH1

Homo sapiens ENSTOB000374493
Pan trogiodytes ENSPTRTOD000056178
Gorila goriila ENSGGOTO0000024255 modif
Pongo abelli ENSPPYTO0000015226
Oryclolagus cuniculus ENSOCUTGC0GA016729
L Vicugna pacos ENSVPATO0000009507
— Ochotona princeps ENSOPRTO0000065690
Ailuropoda melancieuca ENSAMETO00G003248
- Canis famifiaris ENSCAFT00000020408
Dipodomys ordit ENSDORTO0000007527
+- Otolemur gamettii ENSGGATGI000015165
Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164
Choloepus hoffmanni ENSCHOTI000C000245
Sus scrofa ENSSSCTO0000017550
L Loxodota aficana ENSLAF 100000015138 modif
M Procava capensis ENSPCATO0000006276
Nomascus leucogenys ENSNLET0O0000008003
MM{ Erinaceus europasus ENSEEUTOI000012046
Tursiops truncates ENSTTRTO0000005203
- Sorex araneus ENSSARTO0000000357
Callithrix jacchus ENSCIATE0000010320 madif
Micratebus murinus ENSMIGTO0000001086
Bos taurus ENSBTATOC000014638
E— Cavia porcalius ENSCPOTDR0O002 2088
¢ Mus musculus ENSMUSTO0000127573
Tarsius syrichta ENSTSY T0O000014267
L Myotis lucifugus ENSMLUT00000008182
Tupaia belangeri ENSTEETO0D00001734
r Macropus eugenii ENSMEUTO0GG0002528
+ Sarcephilus harrisii ENSSHATO0000008942
Monodelphis domestica ENSMODTO0000016314 modif
p— Xenopus tropicalis ENSXETTO000G081421
f Anolis carolinensis ENSACATIDD000G4500
L Felis calus ENSFCATI00GG019234
i || Gallus gallus ENSGALTOMI00014120
Meleagris gallopawe ENSMGATO0000009866
Taeniopygia guttata ENSTGUTE0000010165
L Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196

Gadus morhua gened ENSGMOTO0000007333
Gastercsieus aculeatus genet ENSGACTOO000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040469
Tetracdon migrovinidis gene? ENSTNITOO00O0 4688
Oryzias latipas ENSORLTI0000306623

Ar Danio reric gene? ENSDARTO0G00061156 modif

Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTIO000020022
Takitugu rubripes genet ENSTRUTD0000020889

Tetraodon nigrosndis gene1 ENS TNITCOOO3017769

e Gadius morhua geneZ ENSGMOTO0I0000608 modif
L Danio rero genet ENSDARTG0000088220

Petromyzan marinus ENSPMATI0000006307

Caenorhahditis elegans F10E8 6c

Figura 41 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos da regido do dominio GM, utilizando o método de Maxima
Verossimilhanga (ML)
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Homo sapiens ENSTO0000374493

Pan troglodytes ENSPTRTDO000056178

Pongo abeili ENSPPYTO00000152268

Oryctolagus cuniculus ENSQCUTG000016729

Gaorifla gorita ENSGGOTO0000024255 modif

L Vicugna paces ENSVPATODO0000S507

— Qchotona princeps ENSOPRTUG0G0005580
Ailuropoda melanoleuca ENSAMETA0000003248

hrCanis fariliars ENSCAFTO0060020408

Cipodomys ordii ENSDORTOG000007527

Chalcepus hoffmanni ENSCHOTO0000000246

Pteropus vampyrus ENSPVATI00G01 4164

- Ctolemur gamettii ENSOGATOO000015165

Sus scrofa ENSSSCTC0000017550

L Lexodonta aficana ENSLAFTO0000015138 modil

Nomascus leucogenys ENSNLETOO000008003
Erinaceus eurcpasus ENSEELUTG0000012046
|- Sorex araneus ENSSARTD00G0000357
Tursiops truncatus ENSTTRTC0000005203
Callithrix jacehus ENSCJIATO0000010390 modif
Kicrocebus muinus ENSMICTO000G001086
Bos 1aurus ENSBTATO0000014638
I- Cavia parceilus ENSCPOT00000022088
|- Mus musculus ENSMUSTOD000127573
- Tarsius syrichta ENSTSY TO0000014267
L Myotis lucifugus ENSMLUTO0000008182
Tupaia belangen ENSTBETOONG0001734
= Macropus eugenii ENSMEUTOQ000002528
Sarcephilus harrisii ENS SHATO0000G08542
[Munode\pms domestica ENSMOLTO0000016314 modif
L Anolis carclinensis ENSACATOG080004500
Meleagris galiopavo ENSMGATOC000009366
{Ga\\us gatlus ENSGALTO0000014120
Taeniopygia guttata ENSTGUTO000001G165
t— Xenopus fropicalis ENSXETTODO0U0E1421
L. Latimeria chalumnae ENSLACTOG000013196
Felis calus ENSFCATO0000019231
Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000000606 modif
Danio rerio genet ENSDARTO0000088290
Oryzias tatipes ENSORLTON000006623
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTI0000020022
Takifugu rubripes genel ENSTRUTC0000020369
Tetraodon nigroviridis genet ENSTNITO0000017760
Danio rerio gene2 ENSDARTO0000061156 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTO0000007333
Gasterosteus aculeatus genet ENSGACTOO00001 1348
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTOD000040469
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITOU00C014686
Petromyzon marinus ENSPIMATOC000006307
Caencrhabditis elegans F10E9.6c

Frocavia capensis ENSPCATC0000006276

01

Figura 42 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio GM, utilizando o método de Neighbor Joining (NJ)
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Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan trogiodytes ENSPTRTO0000056178
Pongo abelli ENSPPYTO00C0015226
Oryctolagus cunicuius ENSOCUTE0000016723
Goriffa goritta ENSGGOTO0800024255 modif
- Vicugna pacos ENSVPATE00000G8507
— QOchetona princeps ENSOPRTOG0G0005680
Allurepeda melancleuca ENSAMETOR000003248
il— Canis famitizzis ENSCAFTO0000020408
Dipadomys ordii ENSDORTG0O000007527
Cholcepus hofimanni ENSCHOTDO000000246
Pleropus vampyrus ENSPVATO000001 4164
L Ololemus gamettii ENSOGATGORI0015105

Sus scrofa ENSSSCTO0000017550
L Loxedonta africana ENSLAFTO0000015138 maodif

Nomascus leticogenys ENSNLETOGD00009003
Ernaceus europaeus ENSEEUTO0000012046
- Sorex araneus ENSSARTI0000000357
Tursiops truncatus ENSTTRTOC000005203
Callithrix jacchus ENSCJIATOG000040380 modif
Iicrocebus murinus ENSMICTO0QQ00G1086

Bos taurus ENSBTATO0000014638
|~ Cava porcellus ENSCPOTO000G22088
~ Mus muscuius ENSMUSTGOD00127573
- Tarsius syrichta ENSTSYTOD000( 14267
L Wyotis lucifugus ENSMLUTOG000008182
Tupaia belanger ENSTBET00000001734
~ Macropus eugenii ENSMEUTO000C002528
Sarcophilus harrisii ENSSHATI00G0008042
Monodelphis domestica ENSMODTO0000016314 modif
. Anolis carclinensis ENSACATO0000004560
Meleagris galiopavo ENSMGATO0000009866
Y Gailus gailus ENSGALT00000014120
Taenicpygia guttata ENSTGUTION0000165
L— Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
Lo Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013196
Felis calus ENSFCATO0000019231
{adus morhua gene2 ENSGMOTOO0000G0606 modit
Danio rerio genel ENSDARTO0000085290
Oryzias latipes FNSQRLTOD00C006623
Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTO0000020022
Tekifugu nibripes genel ENSTRUT00000020869
Telraodon nigrosindis genet ENSTNITOO000017769
A{— Banie redo gene2 ENSDARTO0000061156 modif

‘chavia capensis ENSPCAT00000008276

Gadus mortua gene1 ENSGMOTO0000007333
Gasterosteus acilealus genet ENSGACTDO000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT0O0000040469
Tetraoden nigroviridis gene2 ENSTNITOOO00014686
Petromyzon marinus ENSPMATO0000006307
LCaencrhabditis elegans F10E9.6¢

01

Figura 43 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio GM, utilizando o método de Evolucdo Minima (ME)
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Ernaceus europacus ENSEEUTO0000012046
{ Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
L Nomascus teycoegenys ENSNLETO0000002003
Choloepus hoffmanni ENSCHOTE0000000246
—-—— Felis catus ENSFCATO0000019231

—- Canis famifiaris ENSCAFTO0000020406
LAL Ajluropoda melanoleuca ENSAMETO0003003248
Bos taurus ENSBTATO00000 14636
»»»»»»» Cava porcelius ENSCROTO0000022088
Sus scrofa ENSSSCTOO0017550
Microcebus murinus ENSMICTO0G0G001086
Sorex ENSSARTO0GCO000357
— Tursiops truncatus ENSTTRTCO00DO05203

Callithrix jacchus ENSCJIATOO00001 0390 modif
L-[ Bipodormys ordit ENSDORTO0000007527
Ochotona princeps ENSCOPRTO0000005680
Pan troglodvies ENSPTRTCO000056176
Pongo abelli ENSPPYT00000015226
Homo sapiens ENSTCO000374483
e Oryclolagus cuniculus ENSOQCUTO0000016729

Gerilla gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
L-E Vicugna pacos ENSVPATO00G0G09507
Myotis Jucifugus ENSMLUTO0000008182

L-[ Tarsius synchta ENSTSYTI000C0142567
Mus musculus ENSMUSTCO0000127573
Procania capensis ENSPCATGDO0000627E

- ; Loxodonia afiicana ENSLAFTO0000015138 modif

——‘l Otclemur gametii ENSOGATC0000015185

_'E Pleropus vampyrus ENSPVATO0G00014164

[ Macropus eugenit ENSMEUTOORG0002528

L,, E Sarcophilus harisii ENSSHATO0000008942
Monedelphis domestica ENSMODTO0008016314 modif

— Anofis carolinensis ENSACATO0000004500

[ Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421

; Taeniepygia guttata ENSTGUTO000001165
]

I "[: Meleagris galiopave ENSMGATO0000009866
L Gatus gallus ENSGALTO0000014120
Latimeria chalumaae ENSLACTORO0001 3166

E Danio rerio gena1 ENSDARTOO000088290
Gadus morhua gene? ENSGMOTO000C000606 madif

Takifzgu rubripes genst ENSTRUTI0000020869
__]_E Tetraodon nigrovridis genel ENSTNITO0000D17769
I

Gasterosteus aculzatus gene2 ENSGACTO0CM0020022
Oryzias latipes ENSORLTO00000066223

Danido rerie gene2 ENSDARTO0000061 156 modif
---*’ Gadus morhua gene! ENSGMOTO0000007333

Gasterosteus aculeatus genet ENSGACTO0000011348

AL‘E Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTI0000040469

Tetraodon nigrovirdis gene2 ENSTNITO0000014586
Petromyzon marinus ENSPMATO0000006307
Caenorhabditis elegans F10E8.60

Figura 44 - Arvore filogenética do gene RAPH1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos da regido do dominio GM, utilizando o método de Maxima Parcimonia
(MP)

114



Dipodomys ordii ENSDORTO0000007527

Qryetolagus cuniculus ENSCCUTO0000016729

Pongo abelli ENSPPYTO0000015226

Gorilla gorifla ENSGGOT00000024255 modif

Pan troglodyies ENSRTRTDOD00058178

Homo sapiens ENSTO0000374483

Bos taunes ENSBTATR0000014638

Callithrix jacchus ENSCIATO0000019390 modif

Microcebus murinus ENSMICTI0000001086

Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203

Pteropus vampyrus ENSPVATOGODOG14164

Tupaia belangett ENSTBETO0000001734

+ Gholoepus hoffmanni ENSCHOTOG000000246

Felis catus ENSFCATO00000169231

.|Aiiumpoda mealanoleuca ENSAMETC0000003248

- Sus scrofa ENSSSCTO0000017550

- Otolemur gametlii ENSOGATOGDOOMSTOS

- Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267

- Vicugna pacos ENSVYPATO0000009507

— Mus musculus ENSMUSTOD000127573

- Cada porcellys ENSCPOTR0000022088

i— Sorex araneus ENSSARTO000C000357

— Canis familianis ENSCAFTO0000G20408

t— Ochotona princeps ENSORRT0O000005680

- Myotis lucifugus ENSMLUTO0GOG008182

- Loxodonta aficana ENSLAFT00000015138 madif

— Anclis carolinensis ENSACATOCO00004500

Sarcophilus harrisii ENSSHATOD000008942

Monodeiphis domestica ENSMODT0O0000016314 modif

Macropus eugenii ENSMEUTDO000002528

Taeniopygia guttata ENSTGUTCO00001 0184

Mealeagris gallopavo ENSIGATC0000008866

Gallus galius ENSGALTO0000014120

Procava capensis ENSPCATOGO0D006275

&Numascus feucogenys ENSNLETOD000008003
Erinaceus europaeus ENSEEUTO0000012046

HYenopus tropicalis ENSXETTOD0C0061421

[ Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196

Danie rero gene2 ENSDARTO00C00E1 156 modif

Danic rerio genel ENSDARTOOOGO0S8290

Qryzias latipes ENSORLT00000006623

Gasterasteus aculeaius gene? ENSGACTI0000020022

Takifugu rubripes gene’ ENSTRUTO000G020859

Tetraodon nigrovddis genet ENSTNITOOOBO017769

Gadus morhua genet ENSGMOTO0000007333

Gasterosteus aculeatus gerel ENSGACTO000001 1348

; Takifugu subripes gene2 ENSTRUTO0000040469

Lr{ Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITO00G0014886

Petromyzen marinus ENSPMATG0000006307

Gadus morhua gene2 ENSGHMOTO0000000606 modif

Caer itis etegans F10E8.6¢

64 a3 0z at k]

Figura 45 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio GM, utilizando o método de Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 7 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO PBS DO GENE RAPH 1

Homo sapiens ENST00000374493
Pan troglodytes ENSPTRT00000056178
Callithrix jacchus ENSCJIATO0000010390 modif
Pongo abelli ENSPPYT00000015226
Nomascus leucogenys ENSNLETOC000009003
Otolemur gamettii ENSOGATO0000015105
Choloepus hoffmanni ENSCHOT00000000246
Procavia capensis ENSPCATO0000006276
Anolis carolinensis ENSACATO00C0004500
Myotis lucifugus ENSMLUT00000008182

Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942

Xencpus tropicalis ENSXETT00000061421
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000014164
Bos taurus ENSBTAT0O0000014638

Garilla gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
{Iicugna pacos ENSVPAT0O0000009507

Dipodomys ordit ENSDORT0C000007527

Canis familiaris ENSCAFT00000020408
[{— Petromyzon marinus ENSPMATO0000006307
Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196
Danio rerio gene2 ENSDART000C00061 156 modif
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040469
Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014686
- Danio reric genet ENSDART0O0000088290
- Oryzias latipes ENSORLTO0000006623
Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTO0000020868
Tetraodon nigroviridis gene1 ENSTNITO00G0017769
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022
ﬂm musculus ENSMUST00000127573

Oryctolagus cuniculus ENSOCUTOGOC0016729
L,Mcnodelphis domestica ENSMODTC0000016314 modif
Meleagris gallopavs ENSMGATO00000005866

0

Figura 46 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio PBS, utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca (ML)
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Homo sapiens ENSTO0000374493

{ Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Monodeiphis domestica ENSMODT00000016314 modif
Otolemur gamettii ENSOGATO0000015105
Dipodomys ordii ENSDORT00000007527

_E Pteropus vampyrus ENSPYATO0000014184

Vicugna pacos ENSVPATO0000008507

Callithrix jacchus ENSCJATO0000010390 modif

— Pongo abelli ENSPPYT00000015226

L Nomascus teucogenys ENSNLET0OC00000S003

— Procava capensis ENSPCATO0000006276

I Choloepus hoffmanni ENSCHOTO0000000246

— Myotis lucifugus ENSMLUT00000008182

L Anolis carclinensis ENSACATO0000004500

Danio reric genet ENSDARTOC000088290

Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022

Takifugu rubripes gene1 ENSTRUT00000020869
Cryzias latipes ENSORLT00000006623

_i: Tetraodon nigroviridis gene1 ENSTNITO0000017769

Danio reric gene2 ENSDARTO0000081156 modif

B Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTQ0000040469
- Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITO0000014686

Mus musculus ENSMUST000C0127573
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTO00000168729
—_ Petromyzon marinus ENSPMATO0000006307

Sarcophilus harrisii ENSSHAT00600008842

Meleagris gallopawo ENSMGATG0000009866
—E Xenopus tropicalis ENSXETTOC000061421
— Gorllla gorilla ENSGGOTO00000024255 modif
L Canis familiaris ENSCAFT00000020408
Bos taurus ENSBTATO0000014638
Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196

Figura 47 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos da regido do dominio PBS, utilizando o método de Méxima Parcimdnia
(MP)
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APENDICE 8 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO EVH1 1 DO GENE RAPH1

Sarcophilus hariséi ENSSHATO0000008942

{ Meleagris galiopaw ENSMGATO0000008866

+ Anolis carolinensis ENSACATO0C00004500

L Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421

Latimeria chalumnae ENSLACT00000013196

Canis familiais ENSCAFT00000020408

Maonodelphis domestica ENSMODT00000018314 modif

Bos taurus ENSBTATOD000014638

Felis catus ENSFCATO0000019231

Otolemur gamettii ENSQGAT0O0000015105

Procava capensis ENSPCAT00000006276

Choloepus hoffmanni ENS CHOTO0000000246

Vicugna pacos ENSVPAT00000009507

Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164

I Tarsius syrichta ENSTSY TO0000014267

|- Cadlithrix jacchus ENSCJATO0000010390 madif

Ponge abelli ENSPPY TO0000015226

| Garilla gosilla ENSGGOTO0000024255 modif

Homeo sapiens ENSTOD000374493

Pan troglodyies ENSPTRTO0000056178

Nomascus leucogenys ENSNLETO0000009003

1 Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040469

‘{Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITOO000014686

Tetrandon nigrovridis gene1 ENSTNITO0000017769

Takifugu rubripes genel ENSTRUTO0000020889
Danic rerio gene2 ENSDARTO0000061156 modif

-Ii Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

Danio rerio gene1 ENSDART000000882890

Cryzias latipes ENSORLTO0000006623

Petromyzon marinus ENSPMAT00000806307

Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022

Figura 48 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI1 1, utilizando o método de Méaxima
Verossimilhanga (ML)
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Sarcophilus harrisit ENSSHAT00000008942
Meleagris gatlopavo ENSMGATOB000009866
Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
Anclis carclinensis ENSACATI0000004500
Danio rerio gene2 ENSDART0O000006% 156 modif
Bos taurus ENSBTATO0060014638

Canis famitiaris ENSCAFTO0000020408
Monodelphis domestica ENSMODTCO0000016314 modif
Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013186
Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164
Felis catus ENSFCATOR000019231

Ototernur gamettii ENSQGAT00000015105
Procava capensis ENSPCAT00000006276
Catlithrix jacchus ENSCJAT00000010380 modif
Choloepus hofimanni ENSCHOT00000000248

Pongo abelli ENSPPYT00000015226
- Nomascus feucogenys ENSNLET00000009003
Pan trogiodytes ENSPTRT00000056178
Homo sapiens ENST0O0000374493
Gorifla gorilia ENSGGOT00000024255 modif

— I Vicugnha pacos ENSVPAT00000009507

L Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0000040469
Tetracdon nigrovridis genez ENSTNITO0000014686

Oryzias tatipes ENSORLT00000006623
Danio rerio genet ENSDART00000088280
Takifugu rubripes genel ENSTRUTO0000020869

Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITO0000017769
Petromyzon marinus ENSPMAT00000006307
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Caenorhabditis elegans F10E9.6¢

iﬁ N

Figura 49 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI 1, utilizando o método de Maxima
Parcimonia (MP)
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APENDICE 9 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO EVH1 2 DO GENE RAPH1

Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942
L Monodelphis domestica ENSMODT00000016314 modif
Tarsius syrchta ENSTSYT00000014267

I Bos taurus ENSBTATI0000014638
Sorex araneus ENSSART0OQ000000357
Procavia capensis ENSPCAT00000006276

Anolis carolinensis ENSACATO0000004500
Latimeria chalumnae ENSLACTO0000013196

. Caliithrix jacchus ENSCJATOO000010390 modif
Meleagris gallopaw ENSMGATI0000009866

Gorilta gorilla ENSGGOT00000024255 modif
Vicugna pacos ENSVPATIG000008507
Otolemur gamettii ENSOGAT00000015105
Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan trogicdytes ENSPTRTO0000056178
Pongo abelli ENSPPYT00000015226
Canis familians ENSCAFT00000020408
Felis catus ENSFCATOD000019231

Aenopus tropicalis ENSXETT00000061427

Danio reric gene? ENSDARTO0000061 156 modif

Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0000040469
—i;raodon nigroviridis gene2 ENSTNITO0000014686
l——— Tupaia belangeri ENSTBETOC000001734
Petromyzon marinus ENSPMATOG000006307
Ennaceus europasus ENSEEUTO0G00012046
—— Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164

4|—:Dryzias latipes ENSORLT00000006623

Danio reric genet ENSDARTO0000088290

{TakiﬁJgu rubripes gene1 ENSTRUT00000020869

Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITC0000017768

Gasterosteys aculeatus gene2 ENSGACT00000020022

0.2

Figura 50 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI 2, utilizando o método de Méaxima
Verossimilhanga (ML)
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{ Takifugu rubripes gene2 ENSTRUT00000040489
Tetracdon nigroviridis gene2 ENSTNITO0000014686

Catlithrix jacchus ENSCJATO0000010380 modif
Meleagris gaflopavo ENSMGATO0000009866
Pongo abelli ENSPPYTO0000015226

Homo sapiens ENST00000374493

'

Pan troglodytes ENSPTRT0O0000056178

Ototemur garnettii ENSOGATO000J015105
— Gorifla gorilia ENSGGOTR0000024255 modif

I— Vicugna pacos ENSVPATO0000009507
— Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942

I— Monodelphis domestica ENSMODTG0000018314 modif
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
Petromyzon marinus ENSPMAT00000006307

Danio rerio gene2 ENSDART00000061156 madif
Takifugu rubrpes gene1 ENSTRUT00000020869
Tetraodon nigroviridis genet ENSTNITO0000017769

Erinaceus europasus ENSEEUT00000012048
Pteropus vampyrus ENSPVAT0O0000014164

Oryzias latipes ENSCRLTO0000006623
Danio rerio genet ENSDART00000088260
Canis familiaris ENSCAFT00000020408
Sorex araneus ENSSARTO0000000357

Felis catus ENSFCATOD000C19231
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Bos taurus ENSBTATO0000014638

Procavia capensis ENSPCATO0000006276
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTI0000020022

nhlnnllnle

Xenopus tropicalis ENSXETT00000061421
Anclis carolinensis ENSACATO0000004500

Latimeria chalumnae ENSLACTO0000313186

Figura 51 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio EVHI 2, utilizando o método de Maxima
Parcimonia (MP)
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APENDICE 10 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO EVH1 3 DO GENE RAPH1

Vicugna pacos ENSYPATO0000009507
Sarcophilus harsisii ENSSHAT00000008942
Sorex araneus ENSSARTO0000000357
Meleagris gallopave ENSMGATO0000009866
Anolis caralinensis ENSACATO0000004500
Otclemuwr garnettii ENSOGATO0000015105
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
I~ Moncdelphis domestica ENSMQDTOQC00016314 modif
Callithrix jacchus ENSCJIATO0000010350 modif
Procava capensis ENSPCATO00CC006276
Canis familiaris ENSCAFTC0000020408
{Loxodonta africana ENSLAFTOQQ0000151328 modif

QOchotona princeps ENSOPRT0O0000005696
Tupaia belangeri ENSTBET0O0000001734
~ Erinaceus eurcpaeus ENSEEUTC0000012048
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
—— Latimeria chalumnae ENSLACTGO000013186
Xenopus tropicalis ENSXETT00000061421

— Dario retio gene1 ENSDARTOO00008820C
Takifugu nubripes gene2 ENSTRUTO0000040460
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTE0000020022

Oryzias latipes ENSORLTO0000006623

Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869
Tetracdon nigrovridis genel ENSTNITGO000017769

‘{P!empus vampyrus ENSPVATC0000014164

Homo sapiens ENSTO0000374493

Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178

Gorilia gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
Pongo abelli ENSPPYTOO000015226
Cryctolagus cuniculys ENSOCUTO0000016729
Cholaepus hoffmanni ENSCHO 10000000246

Bos taurus ENSBTATO0000014638
Lw Dipudomys ordii ENSDORTOCC00007527
T Danio reric gene2 ENSDARTO0000081156 modif
| Petromyzon marinus ENSPMATO0000006307

Tetracdon nigrovridis gene2 ENSTNITGO0000 14686

Figura 52 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regiao do dominio EVHI 3, utilizando o método de Maxima
Verossimilhanga (ML)
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Canis familiaris ENSCAFT00000020408

Meteagris gallopavo ENSMGAT00000009866
Anolis carolinensis ENSACATI0000004500

Sorex araneus ENSSARTO0000000357

Vicugna pacos ENSVPATO0000009507
Monodeiphis domestica ENSMODT00000018314 modif
Ctolemur gamettii ENSCGATOC000015105
Sarcophitus harrisi ENSSHATO0000008942
Tursiops truncatus ENSTTRT00000005203
——— Loxodonta africana ENSLAFT00600015138 modif
Callithrix jacchus ENSCJATO0000010380 modif
Procavia capensis ENSPCATO0000006276

Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178

Bos faurus ENSBTAT00000014638

Dipodomys ordii ENSDORT0O0000007527
Petromyzon marinus ENSPMATOC000006307
Danio reric gene2 ENSDARTO000C061156 modif
Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014688
Homo sapiens ENSTO0000374493

Oryctolagus cuniculus ENSQCUTO00000167258
Choloepus hoffmanni ENSCHOTOG000000246
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267

Gorilla gorilla ENSGGOT00000024255 modif
Pongo abelli ENSPPYT0O0000015226

Efinaceus europasus ENSEEUTO0000012046
Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164
Ochotona princeps ENSOPRTO0000605680
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734

Xenopus tropicalis ENSXETT00000061421

Danio reric gene1 ENSDARTO0000088290
Takifugu rubripes genez ENSTRUT00000G40469
Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTO0000020022
Tetraodon migrovinidis gene1 ENSTNITO0000017769
Oryzias latipes ENSORLT00000006623

Takifugu rubripes genel ENSTRUT00000020869
Latimeria chalumnae ENSLACT0O0000013196

e

Figura 53 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI1 3, utilizando o método de Méaxima
Parcimonia (MP)



APENDICE 11 - ARVORES ELABORADAS COM SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DO DOMINIO EVH1 4 DO GENE RAPH1

Gasterosteus aculeatus genet ENSGACT0O0000011348
1Gadus morhua gene! ENSGMQOTO0000007333
Monodelphis domestica ENSMODTC0000018314 modif
Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008942
Macropus eugenii ENSMEUT0000002528
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
Sorex araneus ENSSARTO0000000357
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000014164
Erinaceus europaeus ENSEEUTO0000012046
[l Procavia capensis ENSPCATO0000006276
Dipodomys ordii ENSDORT0Q000007527
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Caliithrix jacchus ENSCJATO0000010390 modif
Pongoe abelli ENSPPYTO0000015226
Gorilia gorilla ENSGGOTO0000024255 modif
Homo sapiens ENSTO0000374493
Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Tetraodon nigroviridis genet ENSTNITO0000HM 7759
Ochotona prnceps ENSOPRT00000005680
Petromyzon marinus ENSPMATC0000008307
Otolemur gamettit ENSQGATO0000015105
Bos taurus ENSBTATC0000014638
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Danio rerio gene! ENSDART0O0000088290

_ijeleagn's gallopawo ENSMGATOQ000009866
Yenopus tropicalis ENSXETTO0000061421

Oryctotagus cunicufus ENSOCUT00000016729
iAnalés carolinensis ENSACAT00000004500

Oryzias latipes ENSORLT00000006623
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022
Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTO0000020869
Latimeria chalumnae ENSLACT00000013198

BPranio rerio gene2 ENSDARTO0000067 156 modif
i Takifugu rubripes geneZ ENSTRUTO0000040469
{ Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITO0000014686

a1

Figura 54 - Arvore filogenética do gene RAPH]1 elaborada com sequéncias de
aminodcidos da regido do dominio EVH1 4, utilizando o método de Méxima
Verossimilhanca (ML)
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Monodelphis domestica ENSMODTC0000016314 modif
Tetraodon nigroviddis genet ENSTNITO0000017769
Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942
Macropus eugenii ENSMEUTQ0000002528
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
Sorex araneus ENSSARTOC000000357
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000014164
Erinaceus europaeus ENSEEUTO0000012046
Procasa capensis ENSPCATO0000008276
Dipodomys ordii ENSDORT00000007527
Tarsius syrichta ENSTSYTG0000014267
Callithrix jacchus ENSCJATI0000010390 modif
Pango abelli ENSPPYTO0000015226
Gorilla gerilla ENSGGOT00000024255 modif
Homo sapiens ENST00000374493
Pan troglodytes ENSPTRT00000056178
17 QOchotona princeps ENSOPRT00000005690
[ Petromyzon marinus ENSPMATO0000C08307
Otolemur gamettii ENSCGATO0000015105
Bos taurus ENSBTATO0000014638
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Danio rerio genet ENSDARTO0000088290
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTO0000016729
.__‘.{ Anolis carofinensis ENSACATO0000004500
Meleagris gallopawo ENSMGATC0000009866
——— Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
Oryzias latipes ENSORLTO0000006623

Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869

Latimeria chalumnae ENSLACT00000013196

Danio rerio geneZ ENSDARTCO0000061156 modif

Gasterosteus aculeatus genet ENSGACTOG000011348

Gadus morhua genet ENSGMOTO0000007333

Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014686

‘|Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACT00000020022

145

Figura 55 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminodacidos da regido do dominio EVHI1 4, utilizando o método de Neighbor Joining
(NJ)
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Monodelphis domestica ENSMODTC0000016314 modif
Tetraodon nigroviddis genet ENSTNITO0000017769
Sarcophilus harrisii ENSSHAT00000008942
Macropus eugenii ENSMEUTQ0000002528
Tupaia belangeri ENSTBETO0000001734
Sorex araneus ENSSARTOC000000357
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000014164
Erinaceus europaeus ENSEEUTO0000012046
Procasa capensis ENSPCATO0000008276
Dipodomys ordii ENSDORT00000007527
Tarsius syrichta ENSTSYTG0000014267
Callithrix jacchus ENSCJATI0000010390 modif
Pango abelli ENSPPYTO0000015226
Gorilla gerilla ENSGGOT00000024255 modif
Homo sapiens ENST00000374493
Pan troglodytes ENSPTRT00000056178
17 QOchotona princeps ENSOPRT00000005690
[ Petromyzon marinus ENSPMATO0000C08307
Otolemur gamettii ENSCGATO0000015105
Bos taurus ENSBTATO0000014638
Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203
Danio rerio genet ENSDARTO0000088290
Oryctolagus cuniculus ENSOCUTO0000016729
.__‘.{ Anolis carofinensis ENSACATO0000004500
Meleagris gallopawo ENSMGATC0000009866
——— Xenopus tropicalis ENSXETTO0000061421
Oryzias latipes ENSORLTO0000006623

Takifugu rubripes genet ENSTRUTO0000020869

Latimeria chalumnae ENSLACT00000013196

Danio rerio geneZ ENSDARTCO0000061156 modif

Gasterosteus aculeatus genet ENSGACTOG000011348

Gadus morhua genet ENSGMOTO0000007333

Tetraodon nigrovridis gene2 ENSTNITO0000014686

‘|Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACT00000020022

145

Figura 56 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminodacidos da regido do dominio EVHI1 4, utilizando o método de Evolu¢ao Minima
(ME)
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Erinaceus europaeus ENSEEUT00000012046

Sarcophilus harrisii ENSSHATO0000008942

Caliithrix jacchus ENSCJIATO0000010390 modif

Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITOC000017769

Tarsius syrichta ENSTSYTO0000014267

Monodelphis domestica ENSMODTO0000018314 modif

Pteropus vampyrus ENSPVATO0000014164

Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178

Ochotona princeps ENSOPRT0O0000005690

Tursiops truncatus ENSTTRTO0000005203

Petromyzon marinus ENSPMAT00000006307

Otolemur gamettii ENSOGATO0000015105

Bos taurus ENSBTATO0000014638

Macropus eugenii ENSMEUT00000002528

Dipodomys ordii ENSDORTOG000007527

Pongo abelli ENSPRYTO0000015226

Tupaia belanger ENSTBET0O0000001734

Homo sapiens ENSTO0000374403

Sorex araneus ENSSARTO00000G0357

Goriia gorilta ENSGGOTO0000024255 modif

Procavia capensis ENSPCATOD000006276

Meleagris galiopave ENSMGATO00000098686

Danio rerio genel ENSDART00000088280
Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0000040469

AE Tetraodon nigrovridis gene? ENSTNITOC000014686
Gasterosteus aculeatus genet ENSGACTO0000011348

Gadus morhua genet ENSGMOTO0G00007333

Xenopus tropicalis ENSXETE00000061421

Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022

Oryctolagus cuniculus ENSOCUT00060016729

Anclis carolinensis ENSACATC0000004500

Oryzias latipes ENSORLTOC000006623

Danio rerio gene? ENSDARTGO000061156 modif

Takifugu rubripes genet ENSTRUTO000002086%

Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013196

Figura 57 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI1 4, utilizando o método de Méxima
Parcimonia (MP)

127



Monodeiphis domestica ENSMODTG0000016314 modif
Tetraodon nigrovridis genet ENSTNITO0000017769
Sarcophilug harrisii ENSSHAT0O0006008942
Macropus eugenii ENSMELT00000002528
Tupaia belangert ENSTBETC00000G1734
Sorex araneus ENSSART0O0006000357
Ptercpus vampyrus ENSPVATOG00014164
Erinaceus europaeus ENSEEUT00000012046
Procavia capensis ENSPCATO0000006276
Bipodomys ordii ENSDORTC0000007527
Tarsius syrichta ENSTSYT00000014267
Callithrix jacchus ENSCJATGO000010390 modif
Pongo abelli ENSPPYTO0000015226
Goritla gorifla ENSGGQOT00000024255 modif
Pan troglodytes ENSPTRTO0000056178
Homo sapiens ENSTO0000374493

Oryclelagus cuniculus ENSCCUTO0000016729

Anolis carolinensis ENSACATO0000004500
Meleagris galtopavo ENSMGATG0000005866
X¥enopus fropicalis ENSXETTO00000614214
Oryzias |atipes ENSORLTO000G006623
Banio rerio geneZ ENSDARTI0000061156 modif
— Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTO0000020022
Takifugu rubripes geret ENSTRUTOC0OC0Z20869
Latimeria chalumnae ENSLACTC0000013196
Ochetona princeps ENSOPRT00000005690
Otolemur gamettii ENSOGATOC000G15105
Bos taurus ENSBTATO0000(14638
Tursicps truncatus ENSTTRTO0000005203
Danic rerio gene1 ENSDARTO00000G88280
p— Petromyzon marinus ENSPMATCOG000063G7

Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTOC000011348
Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTO0000040469

Gadus morhua genel ENSGMOT00000007333
Tatraodon nigrovddis gene2 ENSTNITO0000(14686

) : . |
T T 1

05 10 s o0

Figura 58 - Arvore filogenética do gene RAPHI1 elaborada com sequéncias de
aminoacidos da regido do dominio EVHI1 4, utilizando o método de Unweighted Pair-
Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA)
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APENDICE 12 — ARVORES AMINOACIDICAS DE GENES PARALOGOS E

ORTOLOGOS RAPH1
Gasterosteus aculeatus gens2 ENSGACTO0000020022
4|: Gadus morhua gene2 ENSGMOTI0000000606 modif
Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTO0000020E865
_|—— Tetrandon nigroviridis gene1 ENSTNITODD00017768
Danioreriogene| ENSDARTODOOD08S200
Anolis carolinensis ENSACATO0000004500
Dariio rerio gene2 ENSDARTO0000081 156 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTDO000007333
Gasterosteus aculeatus gene1 ENSGACTODOO001 1348
Takifugu nibripes gene2 EMSTRUTO0000040460
{Teh'audun rigroviridis gene? ENSTNITOO0000 14685
—

o1

Figura 59 — Arvore Aminoacidica de Maxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Anolis carolinensis

Takifugurubripes gene1 ENSTRUTO0O00020888
—|—— Teiraodon nigroviridis gene1 ENSTNITOD000D1 7760
Gasterosteus aculeatus gene2 EMSGACTODO00020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOTDO000000806 modif
Dansorerio gene1 ENSDARTOOD000B3250
Xenopus tropicalis ENSXETTOOD00061421
Danio rero gena? ENSDARTO0000081156 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTODD00007T323

Gasterosteus aculeatus gene1 ENSGACTODD0001 1348

{ Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0000040480
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTHNITOD000014888

o1

Figura 60 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Xenopus laevis
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Takifugurubripes gene 1 ENSTRUTO0000020868
—|—— Tetraodon nigroviridis gene ENSTNITOOO00017762
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTI00D0020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOTOD000000808 modif
Dianioreriogene1 ENSDARTOD0D00B8280
Gallus gallus ENSGALTOD000014120
Danio rerio gene? ENSDARTO0000061 156 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTI0000007233

Gasterosteus aculeatus genel ENSGACTO0000011348

{ Takifugurubripes gene2 ENSTRUTO0000040480
Tetraodon nigrovindis genae? ENSTNITODO0D00 14586

LR

Figura 61 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Gallus gallus

Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTOO000020865
_|; Tetracdonnigroviridis gene1 EMSTHITO0000MM 7788
Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTOOD00020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOTO0000000808 modif

Daniorerogenel ENSDARTO0000088250
Latimeria chalumnas ENSLACTOD000013188
Danio rerio gene? ENSDARTO0000061158 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTD0000007333
Gasterosteus aculeatus gene 1 ENSGACTO000001 1348

{ Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTDOD00040468
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTHMITDOD000 14585

o1

Figura 62 — Arvore Aminoacidica de Maxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Latimeria chalumnae
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Takifugurubripes gene1 ENSTRUTODD00020889
_|—— Tetraodon nigroviridis gene 1 ENSTNITODO000 17760
Gasterosteus aculeatus gene2 ENSGACTI00D0020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOTDO000000S08 madif
Daniorerio gene1 ENSOARTO0000085280
Monodelphis domestica ENSMODTDOD000183 14 modif
Dianio rerio gene? ENSOARTOM000081156 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTO0000007333

Gasterosteus aculeatus gene 1 ENSGACTDOD00011348

{ Takifugurubripes gene2 ENSTRUTO0000040480
Tetraodonnigroviridis gene2 ENSTHNITOO0000 14885

o1

Figura 63 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Monodelphis domestica

Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTD0000020250
—|—— Tetraodon nigroviridis gene1 ENSTNITOODO0D1 7760
Gasterosteus aculeatus gene? ENSGACTI00D0020022
Gadus marhua gene? ENSGMOTO0000000808 madif
Daniorerio gene1 ENSDARTO0000085250
Taeniopygia guitata ENSTGUTO0000010185
Danio rerio gene2 ENSDARTD000006 1158 modif
Gadus morhua gene 1 ENSGMOTO0000007333

Gasterosteus aculeatus gene1 ENSGACTOOD000011348

{ Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTOO000040460
Tetracdonnigroviridis gene? EMSTHITOO000014888

01

Figura 64 — Arvore Aminoacidica de Maxima Verossimilhanga — Genes Duplos e
Taeniopygia guttata
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Takifugu rubripes gene1 ENSTRUTO0000020868
_L Tetraodan nigroviridis genel ENSTHITOD00001 7768
Gasterosteus aculeatus gene2 EMNSGACTONDD0020022
Gadus morhua gene2 ENSGMOTOO000000606 maodif
Danioreriogens 1 ENSDARTOD000088220
Homo sapiens ENSTO00003 74483
Danio rerio gene? ENSDARTO00000E1 158 modif
Gadus morhua gene 1 ENSGMOTOD000007 333

Gasterosteus aculeatus gene 1 ENSGACTOOD00011348

{ Takifugu rubripes gene2 ENSTRUTOO000040460
Tetraodon nigroviridis gene2 ENSTNITOO0000 145858

01

Figura 65 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanga — Genes Duplos e Homo
sapiens

Takifugu nubripes gere1 ENSTRUTOO000020289
_|_— Tetraodonnigrovirdis gene1 ENSTHITOO00001 7788
{— Gasterpsteus aculeatus gene? ENSGACTOO000020022

Oryzias latipes ENSORLTO0000006823
Gadus morhua gene? EMSGMOTO0R00000606 modif
Danio reriogens 1 ENSDARTOD0000288280
Lafimeria chalumnas ENSLACTOD000013186
Danio rerio gene? ENSDARTO0000061 158 modif
Gadus morhua gene1 ENSGMOTO0000007333
——— Gasterosteus aculeatus gene1 ENSGACTOD000011348

{ Takifugurubripes gene2 ENSTRUTO00D004 0482
Tetracdon nigrovinidis gene2 ENSTNITO00000 14886

Petromyzon marinus ENSPMATOD000008307

0.1

Figura 66 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanca — Genes Duplos,
Latimeria chalumnae, Petromyzon marinus e Oryzias latipes
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Takifugu rubripes gene? ENSTRUTO0000040480

—|:Tetaudm nigroviridis gene2 ENSTNITOD000014686

Gasterosteus aculeatus gene1 ENSGACTOOOD0011348
Gadus morhua gene1 ENSGMOTDO000007333
Danio rerio gene? ENSDARTO00D00E1 156 modif
Dianio rericgene 1 EMSDARTOO00D0E8260
Gadus morhua gene? ENSGMOTO0000000E08 maodif
Gasterosteus aculeatus gene2 EMSGACTO00D0020022

_ﬂ rubripes gene1 ENSTRUTOOD000208E8
Tetraodonnigroviridis gene1 ENSTHITODD000 177858

o1

Figura 67 — Arvore Aminoacidica de Méaxima Verossimilhanga — Genes Duplos
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APENDICE 13 — TABELAS DE COMPOSICAO AMINOACIDICA DO GENE

RAPHI1
Tabela 6 — Composi¢cao Aminoacidica (parte 1 de 2)
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu
Homo sapiens 88 12 57 66 24 49 26 44 93 101
Pan troglodytes 87 12 57 66 24 49 26 44 93 102
Gorilla gorilla 77 15 50 70 28 49 24 48 101 106
Pongo abelli 84 12 57 66 24 49 24 45 92 100
Nomascus 43 8 42 48 14 26 15 28 54 64
leucogenys
Callithrix jacchus 79 12 55 66 23 50 27 45 91 99
Tarsius syrichta 70 12 46 44 16 48 20 31 70 84
Microcebus 39 7 42 51 11 23 16 28 48 61
murinus
Otolemur 86 11 57 66 26 53 25 45 92 101
garnettii
Equus caballus 8 1 13 14 3 6 1 5 7 13
Bos taurus 82 11 5 62 19 43 19 37 84 90
Sus scrofa 33 7 39 45 10 19 14 23 43 56
Canis familiaris 67 13 50 63 21 32 25 40 76 79
Felis catus 40 9 23 30 12 22 12 21 56 42
Ailuropoda 36 9 42 47 10 23 17 29 50 63
melanoleuca
Mus musculus 41 11 44 52 17 27 23 31 54 75
Dipodomys ordii 87 5 44 44 14 34 20 32 54 76
Cavia porcellus 46 9 43 51 11 28 17 27 51 62
Procavia capensis 75 7 41 47 22 44 16 37 75 76
Choloepus 59 10 42 41 15 22 22 38 58 74
hoffmanni
Tursiops 59 9 51 58 15 39 21 33 65 79
truncatus
Loxodonta 51 9 46 55 17 32 21 38 61 70
africana
Vicugna pacos 68 13 47 58 21 35 24 33 76 85
Erinaceus 67 8 46 47 17 48 18 23 54 69
europaeus
Pteropus 90 10 55 64 23 47 27 45 79 95
vampyrus
Myotis lucifugus 43 10 44 48 12 27 14 28 50 63
Oryctolagus 86 9 58 63 18 53 20 29 75 87
cuniculus
Ochotona 55 11 50 55 14 29 17 31 60 71
princeps
Sorex araneus 59 11 50 57 18 39 16 33 72 76
Tupaia belangeri 68 8 52 55 16 41 17 33 65 73
Macropus eugenii 41 8 48 48 12 29 17 32 45 63
Sarcophilus 69 13 57 66 22 54 22 41 84 97
harrisii
Monodelphis 71 15 60 71 31 52 19 49 96 109
domestica
Ornithorhynchus 27 0 18 18 3 9 3 6 13 19
anatinus
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Meleagris
gallopavo

Gallus gallus
Taeniopygia
guttata

Anolis
carolinensis
Xenopus
tropicalis

Oryzias latipes
Gasterosteus
aculeatus gl
Gasterosteus
aculeatus g2
Danio rerio g1
Danio rerio g2
Gadus morhua g1
Gadus morhua g2
Takifugu rubripes
gl

Takifugu rubripes
g2

Tetraodon
nigroviridis g1
Tetraodon
nigroviridis g2
Petromyzon
marinus
Caenorhabditis
elegans

Médias

78
38
43

93

64
81
57

100

80
101
42
16

95
85
108
96
68

50
64,92

13

8

13
11
12

11

15
11
9
7

14

13

17

10

17

15

60
42
41

57

57
59
41

55

62
54
33
17

48

60

51

60

35

42

65
46
47

60

61
59
52

63

66
59
33
15

62

71

65

69

36

72

32
10
10

29

34
21
16

31

30
31
13

9

25

35

25

28

26

19

50
24
22

49

43
86
35

86

66
62
28
17

80

58

81

62

41

20

21
14
13

21

28
28
22

28

33
40
16

9

37

31

32

32

19

19

42
23
20

39

41
30
28

34

39
52
16
11

34

47

32

34

29

34

99
50
50

89

86
73
54

68

88
85
38
21

83

82

74

73

49

49

101
57
59

96

119
88
71

107

112
108
62
37

99

117

108

118

70

67

10,37 47,38 53,90 19,37 41,15 20,92 33,02 66,31 80,31
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Homo sapiens
Pan troglodytes
Gorilla gorilla
Pongo abelli
Nomascus
leucogenys
Callithrix
jacchus
Tarsius syrichta
Microcebus
murinus
Otolemur
garnettii

Equus caballus
Bos taurus

Sus scrofa
Canis familiaris
Felis catus
Ailuropoda
melanoleuca
Mus musculus
Dipodomys ordii
Cavia porcellus
Procavia
capensis
Choloepus
hoffmanni
Tursiops
truncatus
Loxodonta
africana
Vicugna pacos
Erinaceus
europaeus
Pteropus
vampyrus
Myotis lucifugus
Oryctolagus
cuniculus
Ochotona
princeps

Sorex araneus
Tupaia belangeri
Macropus
eugenii
Sarcophilus
harrisii
Monodelphis
domestica
Ornithorhynchus
anatinus
Meleagris
gallopavo
Gallus gallus

Met
26
27
28
26

19

27
15
15

22

19
14
18
10

15

14
19
17

22

15

16

14
15
10

29
21
18

16

18
18

17

29

22

25
16

Tabela 7 — Composicdo Aminoacidica (parte 2 de 2)

Asn
36
36
44
35

25

34
28
27

37

6
31
21
33
16

23

25
24
23

30

26

25

26
26
27

37
24
30

26

28
25

29

37

42

7

43
24

Pro
212
212
176
214

63

188
129
17

209

180

17
167
106

16

29
147
20

202

113

62

81
145
92

210
47
104

58

97
100

42

143

130

132
18

Gln
75
74
73
72

46

69
49
35

75

7
62
27
54
30

33

39
51
39

56

51

47

50
48
43

73
38
59

46

40
46

45

60

59

15

61
34

Arg

136

48
49
53
50

33

50
47
33

51

4
46
27
41
21

29

33
42
33

41

28

44

32
32
49

53
35
54

42

41
41

37

57

48

9

50
28

Ser
156
156
163
158

89

156
113
78

150

11
139
54
127
78

67

91
114
81

133

84

105

99
108
98

154
88
138

87

101
110

91

155

138

32

151
77

Thr
73
73
75
74

39

78
52
35

78

6
66
29
56
29

33

42
44
32

60

41

47

43
49
39

71
37
54

46

45
44

47

56

58

12

64
28

Val
78
77
75
78

43

69
43
28

80

2
65
26
51
42

28

36
32
34

68

48

46

45
59
33

67
34
61

41

47
44

31

56

63

5

72
37

Trp

14

15

13

Tyr
27
27
29
27

24

27
22
20

26

24
15
22
19

21

23
16
21

18
17
21

23
20
21

23
20
26

18

21
20

19
28

34

31
19

Totais
1302
1302
1308
1298

731

1255
947
621

1301

118
1145
524
1045
626

598

716
907
654

1077

810

852

821
970
817

1261
691
1053

782

879
885

709

1160

1182

213

1203
601



Taeniopygia
guttata

Anolis
carolinensis
Xenopus
tropicalis
Oryzias latipes
Gasterosteus
aculeatus g1
Gasterosteus
aculeatus g2
Danio rerio gl
Danio rerio g2
Gadus morhua
gl

Gadus morhua
g2

Takifugu
rubripes g1
Takifugu
rubripes g2
Tetraodon
nigroviridis g1
Tetraodon
nigroviridis g2
Petromyzon
marinus
Caenorhabditis
elegans

15

32

38
20
19

26

30
37

13

7

24

29

20

29

20

20

22

35

41
50
31

49

44
55

21

7

52

46

40

41

27

35

16

200

147
154
25

186

189
304

31

15

218

169

179

169

156

70

33

70

71
68
38

75

84
109

30

16

83

90

82

68

37

36

29

46

51
57
44

72

55
47

37

16

52

50

71

60

38

35

76

158

171
138
95

132

203
187

75

42

149

212

143

205

102

87

28

62

58
60
32

56

68
72

21

13

78

62

72

61

43

42

41

64

69
49
37

56

59
63

36

22

59

53

54

53

50

38

Médias 20,06 31,00 117,60 53,29 41,75 117,40 49,67 48,98
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11

12
11

11
10

10
12
10

12

9,10

19
22

31
23
18

28

33
24

17
15
27
24
26
25
24

21
22,13

600
1241

1235
1166
735

1272

1367
1511

579
318
1329
1346
1290
1305
892

779
948,63



Tabela 8 — Composicao Aminoacidica Percentual (parte 1 de 2)

Ala  Cys Asp Glu  Phe Gly His Ile Lys Leu
Homo ¢ 26 0,92 4,38 507 1,84 3,76 2,00 3,38 7,14 7,76

sapiens
Pan 6,68 0,92 4,38 507 1,84 3,76 2,00 3,38 7,14 7,83

troglodytes

Gorilla gorilla 589 1,15 4,51 535 2,14 3,75 1,83 3,67 7,72 8,10
Pongo abelli 6,47 0,92 4,39 508 1,85 3,78 1,85 3,47 7,09 7,70

INomaSCUS 588 1,09 575 657 1,92 3,56 2,05 383 7,39 8,76
eucogenys
Callithrix ¢ 59 0,96 4,38 5026 1,83 3,98 2,15 3,59 7,25 7,89
jacchus
Tarsius 7,39 1,27 486 465 1,69 5,07 2,11 3,27 7,39 8,87
syrichta
Microcebus ¢ 58 1,13 6,76 8,21 1,77 3,70 2,58 4,51 7,73 9,82
murinus
Otolemur: ¢ 1 0,85 4,38 507 2,00 4,07 1,92 3,46 7,07 7,76
garnettii
FQUUS 678 0,85 11,02 11,86 2,54 508 0,85 4,24 593 11,02
caballus

Bos taurus 7,16 0,96 4,80 541 1,66 3,76 1,66 3,23 7,34 7,86
Sus scrofa 6,30 1,34 7,44 8,59 1,91 3,63 2,67 4,39 821 10,69
Canis ¢ 41 124 4,78 6,03 2,01 3,06 2,39 3,83 7,27 7,56
familiaris
Felis catus 6,39 1,44 3,67 4,79 1,92 3,51 1,92 3,35 8,95 6,71

Alluropoda ¢ 05 151 702 7,86 1,67 3,85 2,84 4,85 836 10,54
melanoleuca
Mus 523 1,54 6,15 7,26 2,37 3,77 3,21 4,33 7,54 10,47
musculus
D|podocr)r;2|/isi 9,59 0,55 4,85 485 1,54 3,75 2,21 3,53 5095 8,38
Cavia ;703 1,38 657 7,80 1,68 4,28 2,60 4,13 7,80 9,48
porcellus
PrOCaVia 6,96 0,65 3,81 4,36 2,04 4,09 1,49 344 696 7,06
capensis
Choloepus 7 58 1,23 519 506 1,85 2,72 2,72 4,69 7,16 9,14
hoffmanni
Tursiops ¢ 95 1,06 599 681 1,76 4,58 2,46 3,87 7,63 9,27
truncatus
toxodonta 651 1,10 560 670 2,07 3,90 2,56 4,63 7,43 853
africana
V';‘;%g‘: 7,01 1,34 4,85 598 2,16 3,61 2,47 3,40 7,84 8,76
Erinaceus g 50 0,98 563 575 2,08 588 2,20 2,82 661 8,45
europaeus
PLeropus ;14 0,79 4,36 508 1,82 3,73 2,14 3,57 626 7,53
vampyrus
Myotls 632 1,45 6,37 6,95 1,74 3,91 2,03 4,05 7,24 9,12
lucifugus
Oryctolagus g 17 085 551 598 1,71 503 1,90 2,75 7,12 8,26
cuniculus
Ochotona 743 1,41 639 7,03 1,79 3,71 2,17 3,96 7,67 9,08
princeps
SOreX 671 1,25 569 648 2,05 4,44 1,82 3,75 819 8,65
araneus

Tupaia 7,68 0,90 588 6,21 1,81 4,63 192 3,73 7,34 8,25
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belangeri
Macropus
eugenii
Sarcophilus
harrisii
Monodelphis
domestica
Ornithorhync
hus anatinus
Meleagris
gallopavo
Gallus gallus
Taeniopygia
guttata
Anolis
carolinensis
Xenopus
tropicalis
Oryzias
latipes
Gasterosteus
aculeatus g1
Gasterosteus
aculeatus g2
Danio rerio
gl

Danio rerio
g2

Gadus
morhua gl
Gadus
morhua g2
Takifugu
rubripes g1
Takifugu
rubripes g2
Tetraodon
nigroviridis
gl
Tetraodon
nigroviridis
g2
Petromyzon
marinus
Caenorhabdit
is elegans
Médias

5,78
5,95
6,01
12,68

6,48
6,32
7,17

7,49
5,18
6,95
7,76
7,86
5,85
6,68
7,25
5,03
7,15

6,32

8,37

7,36

7,62

6,42
6,84

1,13
1,12
1,27
0,00

1,08
1,33
1,33

0,64
1,05
0,94
1,63
0,86
1,10
0,73
1,55
2,20
1,05

0,97

1,32

0,77

1,91

1,93
1,09

6,77
4,91
5,08
8,45

4,99
6,99
6,83

4,59
4,62
5,06
5,58
4,32
4,54
3,57
5,70
5,35
3,61

4,46

3,95

4,60

3,92

5,39
5,00

6,77
5,69
6,01
8,45

5,40
7,65
7,83

4,83
4,94
5,06
7,07
4,95
4,83
3,90
5,70
4,72
4,67

5,27

5,04

5,29

4,04

9,24
5,68
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1,69
1,90
2,62
1,41

2,66
1,66
1,67

2,34
2,75
1,80
2,18
2,44
2,19
2,05
2,25
2,83
1,88

2,60

1,94

2,15

2,91

2,44
2,04

4,09
4,66
4,40
4,23

4,16
3,99
3,67

3,95
3,48
7,38
4,76
6,76
4,83
4,10
4,84
5,35
6,02

4,31

6,28

4,75

4,60

2,57
4,34

2,40
1,90
1,61
1,41

1,75
2,33
2,17

1,69
2,27
2,40
2,99
2,20
2,41
2,65
2,76
2,83
2,78

2,30

2,48

2,45

2,13

2,44
2,21

4,51
3,53
4,15
2,82

3,49
3,83
3,33

3,14
3,32
2,57
3,81
2,67
2,85
3,44
2,76
3,46
2,56

3,49

2,48

2,61

3,25

4,36
3,48

6,35
7,24
8,12
6,10

8,23
8,32
8,33

7,17
6,96
6,26
7,35
5,35
6,44
5,63
6,56
6,60
6,25

6,09

5,74

5,59

5,49

6,29
6,99

8,89
8,36
9,22
8,92

8,40
9,48
9,83

7,74
9,64
7,55
9,66
8,41
8,19
7,15
10,71
11,64
7,45

8,69

8,37

9,04

7,85

8,60
8,47



Tabela 9 — Composicao Aminoacidica Percentual (parte 2 de 2)

Met Asn Pro GIn Arg Ser Thr Val Trp Tyr Totais

Homo sapiens 2,00 2,76 16,28 5,76 3,69 1198 561 5,99 0,84 2,07 1302
Pan

troglodytes 2,07 2,76 16,28 5,68 3,76 11,98 561 591 0,84 2,07 1302

Gorilla gorilla 2,14 3,36 13,46 5,58 4,05 12,46 5,73 573 1,15 2,22 1308

Pongo abelli 2,00 2,70 16,49 5,55 3,85 12,17 5,70 6,01 0,85 2,08 1298

Nomascus 260 3,42 8,62 6,29 4,51 12,18 5,34 588 1,09 3,28 731
leucogenys

Callthrix 5,15 2,71 14,98 550 3,98 1243 622 550 080 215 1255
jacchus

Tarsius 458 2,96 13,62 517 4,96 11,93 549 4,54 0,84 2,32 947
syrichta
Microcebus 5 45 435 2,74 564 531 12,56 564 4,51 1,13 322 621
murinus

Otolemur 4 69 384 16,06 576 3,92 11,53 6,00 6,15 0,85 2,00 1301
garnettii

Equus 4,24 5,08 2,54 593 3,39 9,32 508 169 0,85 1,69 118
caballus

Bos taurus 1,66 2,71 15,72 5,41 4,02 12,14 5,76 568 0,96 2,10 1145
Sus scrofa 2,67 4,01 3,24 5,15 5,15 10,31 5,53 4,96 0,95 2,86 524
Canis 4 o> 316 1598 517 3,92 1215 536 4,88 0,96 2,11 1045
familiaris
Felis catus 1,60 2,56 16,93 4,79 3,35 12,46 4,63 6,71 1,28 3,04 626
Ailuropoda 5 oy 395 568 552 485 11,20 5,52 4,68 1,17 3,51 598
melanoleuca
Mus musculus 1,96 3,49 4,05 545 4,61 12,71 587 503 1,26 3,21 716

Dlpodog:(»j'isi 2,09 2,65 16,21 5,62 4,63 12,57 4,85 3,53 0,88 1,76 907
Cavia 260 3,52 306 596 505 12,39 4,89 520 1,38 3,21 654
porcellus
Procavia 5 04 2,79 18,76 520 3,81 12,35 557 631 065 1,67 1077
capensis
Choloepus 4 g5 321 13,95 630 346 10,37 506 593 074 2,10 810
hoffmanni
Tursiops 4 g8 2,93 7,28 552 516 12,32 552 540 1,17 246 852
truncatus
'-OE?rCi'ga”rf: 1,71 3,17 9,87 6,09 3,90 12,06 5,24 548 0,97 2,80 821
Vicugna pacos 1,55 2,68 14,95 4,95 3,30 11,13 5,05 6,08 0,82 2,06 970
Erinaceus 4 55 3,30 11,26 526 6,00 12,00 4,77 4,04 0,98 2,57 817
europaeus
PLEIOPUS 530 2,93 16,65 579 4,20 12,21 563 531 0,71 1,82 1261
vampyrus
Myolis 304 347 680 550 507 12,74 535 4,92 1,16 2,89 691
lucifugus
Oryctolagus 29 585 988 560 513 13,11 513 579 1,04 247 1053
cuniculus
05222222 2,05 332 742 588 537 11,13 588 524 1,15 230 782
Sorex araneus 2,05 3,19 11,04 4,55 4,66 11,49 5,12 535 1,14 2,39 879
Tupaia 2,03 2,82 11,30 5,20 4,63 12,43 4,97 4,97 1,02 2,26 885
belangeri
Maecl:gfe’ﬁﬁ 2,40 4,09 592 6,35 522 12,83 6,63 4,37 1,13 2,68 709

Sarcophilus 2,50 3,19 12,33 5,17 4,91 13,36 4,83 4,83 1,21 241 1160
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harrisii
Monodelphis
domestica
Ornithorhynch
us anatinus
Meleagris
gallopavo
Gallus gallus
Taeniopygia
guttata

Anolis
carolinensis
Xenopus
tropicalis
Oryzias
latipes
Gasterosteus
aculeatus g1
Gasterosteus
aculeatus g2
Danio rerio g1
Danio rerio g2
Gadus
morhua gl
Gadus
morhua g2
Takifugu
rubripes g1
Takifugu
rubripes g2
Tetraodon
nigroviridis g1
Tetraodon
nigroviridis g2
Petromyzon
marinus
Caenorhabditi
s elegans
Médias

1,86
3,29

2,08
2,66
2,50

2,58
3,08
1,72
2,59

2,04

2,19
2,45

2,25
2,20
1,81
2,15
1,55
2,22
2,24

2,57
2,11

3,55
3,29

3,57
3,99
3,67

2,82
3,32
4,29
4,22

3,85

3,22
3,64

3,63
2,20
3,91
3,42
3,10
3,14
3,03

4,49
3,27

11,00
2,82

10,97
3,00
2,67

16,12
11,90
13,21

3,40

14,62

13,83
20,12

5,35

4,72
16,40
12,56
13,88
12,95
17,49

8,99
12,40

4,99
7,04

5,07
5,66
5,50

5,64
5,75
5,83
517

5,90

6,14
7,21

5,18
5,03
6,25
6,69
6,36
5,21
4,15

4,62
5,62

4,06
4,23

4,16
4,66
4,83

3,71
4,13
4,89
5,99

5,66

4,02
3,11

6,39
5,03
3,91
3,71
5,50
4,60
4,26

4,49
4,40
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11,68
15,02

12,55
12,81
12,67

12,73
13,85
11,84
12,93

10,38

14,85
12,38

12,95
13,21
11,21
15,75
11,09
15,71
11,43

11,17
12,38

4,91
5,63

5,32
4,66
4,67

5,00
4,70
5,15
4,35

4,40

4,97
4,77

3,63
4,09
5,87
4,61
5,58
4,67
4,82

5,39
5,24

5,33
2,35

5,99
6,16
6,83

5,16
5,59
4,20
5,03

4,40

4,32
4,17

6,22
6,92
4,44
3,94
4,19
4,06
5,61

4,88
5,16

1,27
0,47

1,08
1,33
1,33

0,89
0,97
0,94
1,09

0,71

0,80
0,66

1,38
1,89
0,75
0,89
0,78
0,92
0,56

1,03
0,96

2,88
1,41

2,58
3,16
3,17

1,77
2,51
1,97
2,45

2,20

2,41
1,59

2,94
4,72
2,03
1,78
2,02
1,92
2,69

2,70
2,33

1182
213

1203
601
600

1241
1235
1166

735

1272

1367
1511

579
318
1329
1346
1290
1305
892

779
948,6



