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RESUMO

Quitinases (EC 3.2.1.14) sdo hidrolases glicosidicas que atuam sobre a quitina, um
polissacarideo estrutural presente em fungos e artropodes. Essas enzimas sdao divididas em
duas principais familias em vegetais: GH18 (que inclui as classes IIT e V) e GH19 (que inclui
as classes I, II, IV, VI e VII). Cada classe possui diferencas especificas em sua estrutura
primaria e arquitetura de dominios. Estudar a distribuicdo de quitinases em Arabidopsis
thaliana e em genomas relacionados ¢ uma forma representativa de avaliar a diversidade de
organizacdo de dominios de quitinases vegetais e inferir raciocinios filogenéticos que
auxiliam na compreensdao do grupo de genes que codifica essas enzimas, além de ser de
interesse cientifico compreender a fung¢do e a dinamica de suas proteinas codificadas no
metabolismo vegetal. As sequéncias foram obtidas nos bancos de dados do GenBank,
Phytozome, Ensembl plants e Plants Gramene. Em seguida, foram preditas, nas sequéncias
proteicas, a presenca de peptideos sinal, a localizacao subcelular e os dominios conservados
(CDDs). Os alinhamentos foram feitos via MAFFT, e arvores filogeneéticas via IQ-TREE,
com imagens geradas no MEGA. Os alinhamentos para as arvores foram submetidos a
inferéncia de taxa de substituigdo sinénima e ndo sinonima pelo teste aBSREL e FEL, do
DataMonkey. Com o pacote Genes on Chr foram inferidas as localizagées cromossomicas
dos genes estudados para Arabidopsis thaliana, Arabidopsis arenosa e para o alotetraploide
originado dos cruzamento das duas espécies citadas, Arabidopsis suecica. Arabidopsis
thaliana possui 24 genes que codificam quitinases, agrupadas nas classes I (uma quitinase), 11
(duas), IIT (uma), IV (oito), V (nove), VI (duas) e VII (uma), além das Chitinase-like-protein
(CLP) CLP1, CPL2 e CPL3, com um exemplar de cada. Com excecao de Arabidopsis
suecica, todas as outras espécies estudadas apresentaram niimero menor ou igual de quitinases
codificadas no genoma, com a halofita relativa Eutrema salsugineum nao apresentando
quitinases de classe VII. As analises de taxa de substituicdo revelaram pressao purificadora
em quitinases de classe I, II, III, VI e VII e pressao diversificadora para quitinases de classe
IV e V. Revelando que para membros da classe IV e V existe uma maior influéncia de
mutacdes acumuladas em suas sequéncias polipeptidicas, alinhando-se com o fato de
proteinas dessas classes estarem localizadas em tandem nos cromossomos, sendo origem de
eventos de duplicacdo, o que se relaciona com mecanismos de senescéncia, germinagao e
desenvolvimento vegetal, e ndo diretamente na defesa vegetal, diferentemente das classes I,
II, IIT e VI. A auséncia de quitinases de classe VII no genoma de Eutrema salsugineum pode

indicar perda de fun¢@o de enzimas dessa classe.
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ABSTRACT

Chitinases (EC 3.2.1.14) are glycosyl hydrolases that act on chitin, a structural polysaccharide
present in fungi and arthropods. These enzymes are divided into two main families in plants:
GH18 (which includes classes III and V) and GH19 (which includes classes I, II, IV, VI, and
VII). Each class possesses specific differences in its primary structure and domain
architecture. Studying the distribution of chitinases in Arabidopsis thaliana and related
genomes 1s a representative way to evaluate the diversity of domain organization in plant
chitinases and to infer phylogenetic reasoning that helps in the understanding of the gene
group encoding these enzymes, in addition to the scientific interest in understanding the
function and dynamics of their encoded proteins in plant metabolism. The sequences were
obtained from the GenBank, Phytozome, Ensembl Plants, and Plants Gramene databases.
Subsequently, the presence of signal peptides, subcellular localization, and conserved
domains (CDDs) were predicted in the protein sequences. Alignments were performed via
MAFFT, and phylogenetic trees via IQ-TREE, with images generated in MEGA. The
alignments for the trees were submitted to synonymous and non-synonymous substitution rate
inference using the aBSREL and FEL tests from DataMonkey. With the Genes on Chr
package, the chromosomal localizations of the studied genes were inferred for Arabidopsis
thaliana, Arabidopsis arenosa, and for the allotetraploid originated from the crossing of the
two mentioned species, Arabidopsis suecica. Arabidopsis thaliana possesses 24 genes that
encode chitinases, grouped into classes I (one chitinase), II (two), III (one), IV (eight), V
(nine), VI (two), and VII (one), in addition to the Chitinase-like-proteins (CLP) CLP1, CLP2,
and CLP3, with one unity each. With the exception of Arabidopsis suecica, all other studied
species presented a lower or equal number of chitinases encoded in the genome, with the
relative halophyte Eutrema salsugineum not presenting class VII chitinases. Substitution rate
analyses revealed purifying pressure in class I, II, III, VI, and VII chitinases and diversifying
pressure for class IV and V chitinases. This reveals that for members of classes IV and V,
there is a greater influence of mutations accumulated in their polypeptide sequences, aligning
with the fact that proteins of these classes are located in tandem on the chromosomes, being
the origin of duplication events, which relates to mechanisms of senescence, germination, and
plant development, and not directly to plant defense, unlike classes I, II, III, and VI. The
absence of class VII chitinases in the genome of Eutrema salsugineum may indicate loss of

function of enzymes of this class.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ala/A Alanina

Asn/N Asparagina

Arg/R Arginina

Asp/D Aspartato

Cys/C Cisteina

Gly/G Glicina

Glu/E Glutamato

His/H Histidina

Lys/K Lisina

Pro/P Prolina

Phe/F Fenilalanina

Ser/S Serina

Thr/T Treonina

Tyr/Y Tirosina

Val/'v Valina

dS/a Taxa de substitui¢dao sinonima

dN/B Taxa de substituicao nao sindnima

CatD Dominio Catalitico

ChtBD Dominio de ligagao a quitina

GH (18 ou 19) Familia de Hidrolase de Glicosideo (18 ou 19)
N-terminal; C-terminal Amino-terminal (por¢ado inicial da cadeia de AA) e Carboxi-terminal
(Porcao final da cadeia de AA)

CLP Chitinase-Like-Protein

CDS Coding DNA Sequence

AA Aminoacido

ML Maxima Verossimilhanca

NCBI National Center for Biotecnology Information
CDD Conserved Domains Database

MAFFT Multiple Alignment using Fast Fourier Transform
aBSREL Adaptative Branch-Site Random Effects Likelihood method

FEL Fixed Effects Likelihood
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1 INTRODUCAO

Quitinases (EC 3.2.1.14) sao classificadas como hidrolases de glicosideos (glycoside
hyvdrolases, GHs) que clivam aleatoriamente residuos de N-acetil-f-D-glucosamina (NAG) da
quitina [nomenclatura TUPAC: (1—4)-2-acetamido-2-desoxi-pf-D-glucano], polissacarideo
presente em diversos seres vivos, principalmente em invertebrados como moluscos,
nematoides, artropodes, esponjas e fungos (Crini, 2019; Moussian, 2019).

Essas enzimas sdo encontradas em grupos bem distribuidos na natureza, estando
presentes desde plantas, animais, virus e até em organismos pertencentes aos dominios
Archaea, Bacteria e Eukarya. Em vegetais, adicionalmente, constituem uma das principais
frentes moleculares de resposta das plantas contra patogenos, especialmente fungos (Hermans
et al., 2010; Passarinho; De Vries, 2002; Su et al., 2015). Além de acao fungicida e
fungistatica, essas proteinas podem também apresentar influéncia no desenvolvimento, na
senescéncia, na germinacdo, na remodelacdo da parede celular e na adaptacdo a estresses
abioticos (Sivaramakrishnan; Veeraganti Naveen Prakash; Chandrasekar, 2024).

Por possuir um potencial biotecnologico elevado, essas enzimas sao amplamente
estudadas em nivel de estrutura tridimensional (Landim et al., 2017) e estrutura primaria
(Passarinho; De Vries, 2002). Bem como sao exploradas diversas estratégias para
melhoramento de atividade enzimatica, purificacdo dessas enzimas e sua producao heterologa
(Motlagh et al., 2025; Yang et al., 2025).

As quitinases presentes em vegetais distribuem-se em duas familias principais de
hidrolases de glicosideos (GHs) principais, de acordo com o banco de dados CAZy
(Carbohydrate-Active enZymes database; www.cazy.org) (Drula et al., 2022): GH18 e GH19,
diferenciadas estruturalmente e evolutivamente. Membros da familia GH18 podem ser
encontrados em diversos outros organismos animais, além de plantas. Possuem um sitio
catalitico conservado que envolve dois residuos acidos, frequentemente Asp (D) e Glu (E),
dispostos em uma topologia barril beta. Ja as quitinases da familia GH19 sao tipicas de
plantas e bacteriofagos, possuindo um enovelamento distinto (tipo a+f), além de
apresentarem dois residuos de Glu (E) cataliticos usualmente ndo homoélogos aos da GH18.
Essas diferencas estruturais refletem diretamente na forma como cada grupo interage com o
substrato (Grover, 2012; Cletus et al., 2013).

Em vegetais, quitinases sdo geralmente proteinas modulares, apresentando um
dominio catalitico (catalytic domain; CatD), dominio de ligacdo ao substrato, para algumas

proteinas da familia GH19 (Chitin Biding Domain; ChtBD) e um ou mais dominios auxiliares.
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No mais, sdo proteinas codificadas por grandes familias génicas, com membros presentes em
diversos cromossomos e que codificam enzimas tanto GH18 como GH19 (Lv et al., 2022; Mir
et al., 2020).

A arquitetura de dominios em quitinases permite uma separacao de suas enzimas em
sete classes (I-VII), das quais sdo distribuidas dentre as duas principais familias de hidrolases
de glicosideos em vegetais, GH18 e GH19. Quitinases GH18 possuem classe III e classe V,
com CatD GHI18 de classe III e CatD GH18 de classe V. Membros da familia GH19 dispoem-
se entre as classes I, II, IV, VI e VII, possuindo, portanto, um CatD da familia GH19 (Landim
et al., 2017). Proteinas de classe I apresentam tipicamente um ChtBD na por¢ao N-terminal do
tipo hevein-like, seguido de uma regido /inker rica em residuos de treonina, prolina e glicina,
um dominio catalitico GH19 e, por fim, uma extensdo C-terminal. Membros da classe II, por
sua vez, apresentam uma delecdo do dominio de ligacdao, embora conservem a estrutura geral
do CatD de classe I (Shinshi et al., 1990). Quitinases de classe IV sdo semelhantes a membros
da classe I, mas possuem um tamanho reduzido devido uma delecao no ChtBD hevein-like N-
terminal e 3 dele¢des no CatD, além da auséncia total da extensao C-terminal (Collinge et al.,
1993; Margis-Pinheiro et al., 1991; Taira et al., 2011). Segundo Tyler er al. (Tyler et al.,
2010) membros da classe VI sdo caracterizados por um dominio catalitico GH19 e um
ChtBD, o primeiro apresentando uma substituicdao do residuo catalitico canonico das enzimas
dessa familia, o glutamato (GIuwE), por uma lisina (Lys/K), o segundo sendo distantemente
relactonado ao dominio de tipo hevein-like presentes na classe I, uma vez que nao possuem
quatro dos oito residuos conservados de cisteina responsaveis pela formacdo de pontes
dissulfeto, importantes para a estabilidade da estrutura. Quitinases de classe VII assemelham-
se com membros da classe IV, possuindo as mesmas dele¢des no CatD e a delecao do loop C-
terminal. Contudo, ndo possuem dominio de ligagdo com o substrato (Kolosova; Breuil;
Bohlmann, 2014; Peery et al., 2021).

Ademais, com o advento de novas tecnologias de sequenciamento o numero de
quitinases relatadas em genomas vegetais, bem como a qualidade de sua anotagdo cresce
significativamente. Com isso, o numero de dados relativos as classes de I a VII demanda uma
organizagao e classificac@o sistematica quanto a numero de enzimas, organiza¢ao de dominios
proteicos e caracteristicas gerais nos diversos genomas disponibilizados nos bancos de dados
globais. Além disso, € pertinente investigar a existéncia de possiveis novas classes, bem como
questionar a classificacdo atual ao inferir raciocinios filogenéticos com base em sua evolugao

e entender melhor sua fun¢io na natureza.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar in silico a distribuicao e classificacao de dominios de quitinases e Chitinase-
like (CLPs) em Arabidopsis thaliana, Arabidopsis halleri, Arabidopsis lyrata, Arabidopsis

suecica, Arabidopsis arenosa e Eutrema salsugineum.

2.2 Objetivos especificos

* Quantificar o nimero de quitinases nas espécies Arabidopsis thaliana, Arabidopsis
halleri, Arabidopsis lyrata, Arabidopsis suecica, Arabidopsis arenosa e Eutrema
salsugineum.

* Obter dados de enderecamento subcelular, predicdo de peptideo sinal, e
classificacao de dominios conservados de quitinases.

* Compreender o tipo de selecdo que atua sobre os genes que codificam quitinases.

* Alinhar e inferir distribuicio de classes com base nas relagdes filogenéticas
comparativas entre as especies.

* Identificar e comparar a presenca de residuos cataliticos e de ligag@o presentes nas
sequeéncias.

* Mapear a localizagdo cromossomica dos genes envolvidos na codificagdo de

quitinases nessas especies.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Mineracio das sequéncias em bancos de dados publicos

As sequéncias de Arabidopsis thaliana, Arabidopsis halleri, Arabidopsis lyrata,
Arabidopsis suecica, Arabidopsis arenosa e Eutrema salsugineum foram obtidas por meio dos
bancos de dados publicos do GenBank do NCBI (Sayers et al, 2020)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) do Phytozome, (Goodstein et al., 2012)
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) do Ensembl Plants (Bolser et al, 2016)
(https://plants.ensembl.org/index.html) e do Plants Gramene (Ware et al., 2002)
(https://www.gramene.org/).

Para encontrar ortologos de quitinases nos genomas, proteomas e transcriptomas das
plantas estudadas no trabalho, utilizando BLAST (Altschul et al., 1990) (Basic Local
Aligment Search Tool), ferramenta de busca comparativa entre uma sequéncia de
polipeptideos ou nucleotideos contra um banco de dados de proteinas ou nucleotideos, foram
realizadas as variacoes BLASTp, isca de proteina contra banco de dados de proteina, e
tBLASTn, isca de proteina contra banco de dados de nucleotideos. As iscas utilizadas foram
sequéncias representantes de cada classe, sendo OsChialb (Oryza sativa) quitinase modelo de
classe I, RSC-c (Secale cereale), de classe II, AAG02504.1 (Oryza sativa), de classe III,
PvChia4 (Phaseolus vulgaris), de classe IV, AtCTLI1 (quitinase AT1G05850.1 de Arabidopsis
thaliana) de classe VI e PcChia7-1 (Picea engelmanii) de classe VII. As sequéncias
codificadoras das proteinas (Coding Sequences; CDS) e as sequéncias polipeptidicas foram
obtidas apos remocao de variantes idénticas.

O banco de dados Ensembl Plants disponibiliza versdes alternativas da sequéncia
polipeptidica de proteinas em Arabidopsis thaliana, sendo a versao canonica indicada no
banco de dados. Os alinhamentos posteriores foram realizados somente com as versoes

canonicas dos transcritos para 4. thaliana.

3.2 Predicao de caracteristicas gerais

Para todas as sequéncias primarias de quitinases, foram preditos peptideo sinal,
utilizando 0 software SignalP 6.0 (Nielsen et al., 2024)
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), enderecamento subcelular, via
DeepLoc 2:1 (Almagro Armenteros et al., 2017)
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(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.1/), programas fornecidos pelo DTU
Healf Tech (Danmarks Tekniske Universitet) baseados em deep Ilearning. Dominios
conservados e mapeamento de residuos envolvidos na catalise e na ligagdo com substrato
foram preditos nos bancos CDD (Conserved Domains Database) (Marchler-Bauer et al.,
2015) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e PANTHER (Thomas et al.,
2022) (https://pantherdb.org/).

3.3 Analises filogenéticas e alinhamentos

Os alinhamentos foram dirigidos utilizando o software MAFFT (Multiple Alignment
using  Fast  Fourier  Transform)  (Katoh;  Rozewicki; = Yamada, 2019)
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) e com o método de refinamento iterativo
L-INS-i, ideal para grupos proteicos com dominios conservados. As sequéncias de
Arabidopsis thaliana foram inicialmente alinhadas respeitando a separacdo entre familia
GH19 e GHI18, mantendo somente a unido de classes. Em seguida, as demais quitinases de
outras espécies foram separadas por classes e alinhadas em conjunto com seus respectivos
representantes de cada classe do modelo 4. thaliana (Apéndices A, B, C,D,E,F, G,Hel).

As arvores filogenéticas foram feitas via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo metodo de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025) (Apéndices J, K, L, M, N, O e P).

3.4 Predicao de taxa de substituicio sinonima (dS) e nio sinonimas (dN) de mutacoes

Foram retiradas as colunas que apresentavam gaps nos alinhamentos separados por
classes das sequéncias polipeptidicas e CDS (Apéndices A, B, C, D, E, F, G, H e I). As
sequéncias alinhadas foram submetidas ao teste aBSREL (adaptive Branch-Site Random
Effects Likelihood method) e ao teste FEL (Fixed Effects Likelihood), baseados primariamente
no teste de Maxima Verossimilhan¢a (ML) incluidos no pacote HyPhy (Pond; Frost; Muse,
2005), disponibilizado pelo DataMonkey (Weaver et al., 2018)
(https://www.datamonkey.org/).

Alinhamentos de sequéncias que apresentaram dominios adicionais além dos dominios

cataliticos foram apresentados separadamente, para classe III (Anexo A), IV (Anexo B) e
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classe V (Anexo C). No entanto, essas sequéncias foram incluidas nesses testes apos retirada

in silico manual desses dominios adicionais.

3.5 Mapeamento cromossomico de gemes que codificam quitinases em _drabidopsis

thaliana, Arabidopsis arenosa e Arabidopsis suecica

As informagdes de tamanho de cromossomos e localizacao dos genes que codificam
quitinases de Arabidopsis thaliana, Arabidopsis arenosa e Arabidopsis suecica foram obtidas
via GenBank, do NCBI (Sayers et al., 2020). Arabidopsis suecica ¢ um alotetraploide (4n),
resultante da unido de gametas das espécies Arabidopsis thaliana e Arabidopsis arenosa. A
fim de investigar a distribui¢do de genes que codificam quitinases nos cromossomos e analisar
a delecdo ou duplicacdo de algum gene com a origem desse alotetraploide, A. thaliana, A.
arenosa e A. suecica foram utilizadas nessa etapa. As figuras 3, 4 ¢ 5 foram geradas via
pacote  personalizado Genes on Chr do R, disponivel  no endereco
https://github.com/xukaili/Genes on Chr/tree/master.

Proteinas descritas como Chitinase-Like-Protein (CLPs) de A. suecica e A. arenosa
foram utilizados apenas para essa etapa, mediante obtencao da sua localizagdo cromossomica.
Transcritos CLP de A. thaliana além de serem utilizados nessa etapa também foram alinhados
e tiveram sua estrutura primaria discutida (Figura 2). A divergéncia de sequéncias desses
transcritos para as outras especies estudadas impossibilitou a aplica¢ao das predigoes de taxa

de substituicao para eles.

3.6 Eutrema salsugineum

Essa especie foi incluida nas analises dada sua proximidade filogenética com o género
Arabidopsis, mesmo fazendo parte do género Eutrema, compartilhando aproximadamente
80% dos genes (Yang et al., 2013). Adicionalmente ¢ considerada halofita relativa, tolerando
niveis de estresse salino maiores (Khanal, Moffatt; Gray, 2015). Além disso, Eutrema
salsugineum ja foi classificada, anteriormente, como uma participante do género Arabidopsis,
dada sua semelhancga anatomica e fisiologica com representantes classicos desse género e de

outras brassicaceas (Kuznetsov et al., 1901).
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4 RESULTADOS

4.1 Arabidopsis thaliana

As analises revelaram que no genoma de 4. thaliana, existem 27 genes codificando
quitinases e proteinas Chitinase-like, sendo 14 para quitinases GH19 e 13 para quitinases
GHI18 (Tabelas 1 e 2). Por comparag@o com as quitinases canonicas por meio de alinhamentos
de suas estruturas primarias, foi possivel classificar todas as quitinases GH18 e GHI19
codificadas no genoma da planta modelo (Figuras 1 e 2). Desta maneira, as quitinases de 4.
thaliana foram identificadas como pertencentes as classes I (uma enzima), II (duas enzimas),
III (uma enzima), IV (oito enzimas), V (nove enzimas), VI (duas enzimas) e VII (uma
enzima) (Apéndice S), além de trés quitinases organizadas da seguinte forma GH18 SI CLPI
(uma proteina), GHI18 SI CLP2 (uma proteina) e GHI8 SI CLP3 (uma proteina).

Distribuigao feita de acordo com a presenga/auséncia de um dominio de ligacdo a quitina do

tipo I (ChtBD1) e da familia de GH a qual pertence o dominio catalitico.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais das quitinases GH19 de Arabidopsis thaliana.

Pep.

Enderecamento

Gene AA slial ChtBD CatD P Classe
AT2G43600.2 294 1-43 ChtB% 20- Chit(ifg;f’z—g(f)ﬂg Extracelular v
AT2G43620.1 283 1-28 ChtBﬁg)l (30- Chitgﬁg)mg Extracelular v
AT2G43610.1 281 1-28 ChtB;;)l S Chiﬁ(ggs_zg?)mg Extracelular v
AT2G43580.1 265 1-24 ChtB;; (28 Chit?;zs_zjé(s})mg Extracelular v
AT2G43570.1 278 1-31 ChtBﬁDzi (36- Chitgii—%mg Extracelular v
AT2G43590.1 264 1-24 ChtBsti e Chitﬁzs_zjéf)mg Extracelular v
AT4G01700.1 280 1-27 a Chitiis_;—%mg Extracelular 11
ATIG56680.2 303 1-51 Chth% (38 Chit(ifflsf’gg?lg Extracelular v

chitinase GHI19 Lisossomo/
ATIG02360.3 324 - - (85-317) iy 11
AT1G05850.2 321 1-26 : Chlt?ﬁlzs_zaf)mg Extracelular VI
AT3G16920.2 357 1-51 - chitinase GH19 Extracelular VI
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(100-337)
AT3G54420.1 273 1-28 ChtBSD_}é P Chltgzs_z—%mg Extracelular v
AT3G47540.2 284 1-20 - Chitgzi—l?)mg Extracelular VII
AT3G12500.1 335 1-33 ChtB_g; 24 Chitgzs_z—zg)mg Extracelular I

Fonte: Autoral (2025).

Quitinases da familia GH19 possuem peptideo sinal que enderecam a proteina para o

meio extracelular, com excecdo da proteina AT1G02360.3, de classe II, a qual nao teve

peptideo sinal detectado pelo Signal p6, embora a analise com o programa DeepLoc 2.1 tenha

revelado um enderecamento para as organelas lisossomo ou vactiolo. O enderecamento de

quitinases ¢ relatado, usualmente, para o meio extracelular, haja vista sua relacao com a

defesa vegetal, sendo caracterizadas como Patogenesis Related protein (PR) (Barbosa et al.,

2020; Collinge et al., 1993; Declercq et al., 2023).

Tabela 2 — Caracteristicas gerais de quitinases GH18 de Arabidopsis thaliana.

Pep.

Enderecamento

Gene AA ChtBD CatD Classe
sinal celular

AT4G19720. 163 chitinase GHI18 class Citoplasma/ v

1 ) ) _V (3-343) extracelular
AT4G19810. chitinase GHI18 class

5 379 1-24 - 'V (25-359) Extracelular vV
AT4G19800. 308 ) ) chitinase GH18 class Citoplasma/ v

1 _V (4-337) extracelular
AT4G19820. chitinase GHI18 class

) 368 1-22 - 'V (23-357) Extracelular A%
AT4G19750. 362 chitinase GHI18 class Citoplasma/ v

1 ) ) _V (11-348) extracelular
AT4G19760. 369 chitinase GHI18 class Citoplasma/ v

1 ) ) ~V (11-358) extracelular
AT4G19730. 332 chitinase GH18 class Citoplasma/ v

1 ) ) _V(11-332) extracelular
AT4G19770. 261 ) ) chitinase GHI18 class Citoplasma/ v

1 _V (1-250) extracelular
AT4G19740. 111 ) ) chitinase GHI18 class Citoplasma/ v

1 _V(23-211) extracelular
AT5G24090. 302 1-27 - chitinase GHI18 class Extracelular il
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1 "I (30-298)
AT1G08530. .

3 257 - - Chitinase-like protein Plastideo
AT5G09995. ;

3 257 - 5 Chitinase-like protein Plastideo
AT4G01040. . _ _ Reticulo

2 430 - - Chitinase-like protein endoplasmatico

Fonte: Autoral (2025).

Quitinases GH19, ainda, possuem um dominio catalitico do tipo GH19, além de
representantes das classes I, IV e VI com dominios de ligagdo a quitina (ChtBD) do tipo
hevein-like (Tabela 1). Esse dominio de ligagdo ¢ rico em oito residuos de cisteina (Cys; C)
importantes para o enovelamento correto do dominio via formagdo de pontes dissulfeto. No
entanto, quitinases da classe VI de 4. thaliana nao possuem quatro desses residuos, além de
terem seu tamanho reduzido (Figura 1).

O CatD de representantes da familia GH19 é pouco variado, com algumas classes
possuindo caracteristicas ponfuais e conservadas, como o gap de proteinas de classe IV de
quatro residuos entre as posi¢oes 140 e 160 e a delegao de 13 residuos entre as posi¢des 160 e
185 do alinhamento da Figura 1 (Passarinho; De Vries, 2002). Representantes da classe VII
também possuem a mesma delecao de 13 residuos de aminoacidos na mesma posigao (Figura
1). Quitinases dessa familia apresentam residuos importantes para ligacdo com o substrato,
proximos a regido C-terminal, regido geralmente rica em glicina e alanina (Gly/G e Ala/A). A
quitinase de classe VII AT3G47540.2 apresenta dele¢do desses residuos, embora o modelo da
mesma classe utilizado, Pc-Chia7-1 possua essa regiao (Figura 1).

A presenca dos dois glutamatos (GIu/E) cataliticos € conservada nas classes I, I, IV e
VII, com excecao da sequéncia AT2G43600.2 de classe IV (Figura 1). O primeiro glutamato
catalitico relatado nas outras classes € substituido por um residuo de lisina (Lys/K) em classe
VI em A. thaliana e de todas as outras especies estudadas no presente trabalho (Apéndice G).
Ainda, um terceiro residuo catalitico, serina (Ser/S), ¢ relatado por Hahn et al. (Hahn et al.,
2000) e ¢ presente em quitinases de classe I, I e em quatro quitinases de classe IV e ausente
nas demais classes para Arabidopsis thaliana.

Figura 1 — Alinhamento de OsChialb (quitinase de classe I de Oryza sativa), RSC-c

(quitinase declasse II de Secale cereale), PvChia4 (quitinase de classe IV de Phaseolus
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vulgaris), AtCTLI1 (quitinase de classe VI de Arabidopsis thaliana; At1g05850.1), PcChia7-1

(quitinase de classe VII de Picea engelmanii) com outras quitinases de 4. thaliana.

Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. O dominio de ligagao a quitina é
evidenciado no inicio da sequéncia. Os residuos destacados com uma seta vermelha sdo
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essenciais na catalise enzimatica. Os residuos evidenciados com uma seta azul no ChtBD sao

importantes para o enovelamento desse dominio (Passarinho; De Vries, 2002). Residuos em

caixa sao importantes para a liga¢dao com o substrato.
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Por sua vez, quitinases da familia GH18, em sua maioria, ndo tiveram peptideo sinal
detectado e seu enderecamento é mais variado, oscilando entre citoplasma e extracelular
(Tabela 2). Entretanto, o unico representante da classe III em A. thaliana teve um peptideo
sinal predito o qual endereca a proteina para o meio extracelular, padrao encontrado em
quitinases dessa classe (Cavada et al., 2006; Chen; Jiang; Yang, 2020). Além disso, essas

proteinas apresentaram, em média, um tamanho maior.

Figura 2 — Alinhamento de AAG02504.1 (quitinase de classe III de Oryza sativa) com demais
quitinases da familia GH18 de Arabidopsis thaliana.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Residuos identificados com uma
seta vermelha tem papel crucial na catalise do substrato (Cavada et al., 2006). Outros residuos
que participam da ligacdo com o substrato ndo foram relatados, dada grande variacdo entre
classes. AT4G01040.2 CLP3, AT1G08530.3 CLP1 e AT5G09995.3 CLP2 sdo proteinas
tipo quitinase, embora mais correlacionadas com quitinases da familia GH18.

Os residuos cataliticos para as classes III e V variam mais em compara¢ao com as

classes da familia GH19, de tal sorte que o primeiro aspartato (Asp/D) € conservado em
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ambas as classes, e o segundo residuo catalitico varia entre aspartato e glutamato, para a
classe V. Em representantes da classe III, o segundo residuo nao foi encontrado em proteinas
de 4. thaliana (Figura 2).

Proteinas de tipo quitinase (Chitinase-Like Protein; CLP) AT1G08530.3
(GH18 CLP1), AT5G09995.3 (GH18 CLP2), AT4G01040.2 (GH18 CLP3), nao tiveram
peptideo sinal detectado, além de possuirem um padrao de enderecamento atipico para
quitinases. A estrutura primaria dessas enzimas nao ¢ homologa a nenhuma outra classe de
quitinase relatada (Figura 2). No entanto, os dominios conservados dessas proteinas se
assemelham aos de Chitinase-Like de proteinas da familia GH18. Seus residuos cataliticos
nao sdo homologos a nenhum outro relatado para nenhuma das outras classes, além de ndo
haver predicao de dominio de ligacdo com o substrato. Suas sequéncias apresentaram um
padrao de tamanho menor do que oufras quitinases, tendo a regido C-terminal tipica de
quitinases da familia GHI8 ausente. Além disso, diversos gaps no alinhamento sio
encontrados na regido do dominio catalitico (Figura 2).

A regiao N-terminal da proteina deduzida da proteina AT4G01040.2 CLP3
apresentou um tamanho significativamente maior ao das outras quitinases e CLP’s e possui
sua sequéncia primaria mais divergente em relagdo as outras duas proteinas caracterizadas

como CLP’s apresentados, AT1G08530.3 CLP1 e AT5G09995.3 CLP2 (Figura 2).

4.2 Arabidopsis halleri, Arabidopsis suecica, Arabidopsis lyrata, Arabidopsis arenosa e

Eutrema salsugineum

4.2.1 Estrutura primdria, taxas dS e dN

4.2.1.1 Classe I

A quantidade de quitinases dessa classe para as especies estudadas foram A. suecica,
trés; A. arenosa, duas; e uma para 4. lyrata, A. halleri e E. salsugineum (Apéndices A e S).

A estrutura de dominios € conservada majoritariamente para essas quitinases, sendo
CAES967005.1 de 4. arenosa e KAG7581678.1 de 4. suecica as mais variadas, apresentando
delecdes na regiao linker entre o ChtBD-hevein-like e o CatD de classe 1. Na regido proxima
ao primeiro glutamato catalitico H-E-T-T, KAG7581678.1 apresenta duas mutagdes nos dois
primeiros residuos H e E para duas glutaminas (GIn/Q), respectivamente, enquanto

CAES5967005.1 conserva a primeira mutagdo mas nao sofre modificacdo no Glu catalitico.
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Ainda, para o segundo residuo catalitico, as mesmas proteinas apresentam uma troca na
sequéncia Q-E por E-Q. Para o terceiro residuo participante da catalise, Ser (S), ambas as
sequéncias citadas apresentam uma mutagdo para leucina (Leu/L), além das sequéncias
CAL9220541.1, de A. halleri e XP_006407328.1 de E. salsugineum que tiveram esse residuo
substituido por uma treonina (Thr/T) (Apéndice A).

Figura 3 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas () em cada sitio de CatD de quitinases de classe I (Apéndice A). P-valores acima
de 10 sdo fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

O teste aBSREL ndo encontrou nenhum ramo ou sequéncia do alinhamento presente
no Apéndice A sobre pressao episodica diversificadora.

O teste FEL aplicado evidenciou em nivel de sequéncia primaria, que para essa classe
maioria dos sitios estdo sobre selecdo purificadora, com altas taxas de substitui¢oes sinonimas
(0/dS). Portanto, os eventos estocasticos de mutagdes ocorrentes em maior parte dos sitios da
sequéncia nucleotidica do gene ndo modificaram o aminoacido codificado. Como exemplo, os
sitios cataliticos, entre as posigdes 60 e 65, nas regides de residuos de ligagcdo com o substrato
120 até 125, na regido C-terminal (Figuras 1 e 3) tiveram altas taxas de substituicdo sindnima
(a/dS), o que indica preservagdo desses sitios na sequéncia polipeptidica final. Os sitios que
sofreram pressdo diversificadora, com isso, denotando taxas de mutagdes nido sinonimas
(B/dN) nessas regides, ndo estdo envolvidos na catalise, mas estdo proximos de regides

cataliticas, sendo eles o codon 86, codificando A, G, S ou D; e o codon 203, codificando G, S

ou Q.

4.2.1.2 Classe IT
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Para classe II os numeros foram, para 4. suecica, trés; A. arenosa, A. lyrata, A. halleri
e E. salsugineum, duas cada (Apéndices B e S).

A estrutura do CatD, semelhante a classe I, também se manteve, sendo AT1G02360,
de A. thaliana, CAES5956335.1, de A. arenosa, CAL9213418.1, de A. halleri,
XP 002892104.2 de A. lyrata, KAG7595559.1, de A. suecica e XP 006418351, de E.
salsugineum mais semelhantes entre si. Os trés residuos cataliticos relatados foram
conservados (Apéndice B), além da estrutura de residuos importantes para a ligagdo com o

substrato.

Figura 4 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sindnimas (f) em cada sitio de CatD de quitinases de classe II (Apéndice B). P-valores acima
de 10 sdo fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

O teste aBSREL detectou dois nos sobre pressao de selecdo episodica diversificadora
na arvore gerada para enzimas dessa classe (Apéndice K), sendo o n6 10, referente ao ramo da
sequéncia CAL9213418 1 A halleri IT e o no 13, de KAG7619285 1 A suecica II, com p-
valores respectivos de 0,00010 e 0,00228, evidenciando que as taxas de substituicado nao
sindnimas foram majoritarias para os ramos que originam essas sequéncias.

Ja o teste FEL evidenciou mutacdes sinonimas em maioria dos sitios da sequéncia,
mantendo o padrao observado em classe I, com destaque nos sitios cataliticos e de ligacao
com o substrato. Os sitios onde atuam mutacdes ndo sindnimas foram focalizados na por¢ao
N-terminal do CatD, observando, com isso, as divergéncias citadas inicialmente das

sequéncias AT1G02360, CAE5956335.1, CAL9213418.1, XP 002892104.2, KAG7595559.1
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e XP 006418351, referentes as posicoes entre os residuos 5 e 10 e 45 e 50 (Figura 4)
(Apéndice B).

4.2.1.3 Classe 111

Foram detectadas, em classe III, quitinases no padrao de duas para E. salsugineum e A.

suecica e uma para A. arenosa, A. halleri e A. Iyrata (Apéndices C e S).

Figura 5 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas (B) em cada sitio do CatD de quitinases de classe III (Apéndice C).P-valores acima

de 10 sao fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

A sequéncia CAE6117724 A.arenosa III apresenta apos o CatD de Chitinase-Like
GH18 um dominio de B_lectina, um de S _locus glicoproteina, um de tipo PAN_ APPLE e um
de tipo proteina cinase, possuindo, portanto, um tamanho significativamente maior em
comparagao com 0s outros representantes da classe III (Apéndice C) (Anexo A). Além disso,
a regido do dominio catalitico de tipo quitinase GH18 ¢ fortemente conservada, com exce¢ao
da sequéncia XP 024007186 E.salsugineum III, que apresenta uma longa delecdao na regiao
C-terminal do CatD. O aspartato catalitico localizado na posigdo 155 do alinhamento do
Apéndice C se mostrou conservado em todas as sequéncias.

Nenhum no foi identificado sobre selegido episddica diversificadora mediante o teste
aBSREL para quitinases de classe III.

O p-valor para o teste FEL, em média, para classe III, demonstra uma diferenca nao
significativa para maioria dos sitios do CatD dessas proteinas. Para os sitios que substitui¢ao

sinonima foram identificados proximos a por¢ao N-terminal, na posi¢do 10 e na posicao 20;
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proximo a posi¢ao 80 e, em destaque, o residuo catalitico de Asp, préximo a posicao 100, no
grafico da Figura 5. Além disso, a por¢ao C-terminal do CatD apresentou altas taxas de

substituicao sindnimas, especificamente nos sitios 180, 198 e 215 (Figura 5).

4.2.1.4 Classe IV

Em classe IV: 4. suecica, 14; A. halleri, 11; A. arenosa e A. lyrata, 8 e E. salsugineum
com 10 representantes (Apéndices D e S)

As sequeéncias em classe IV se agrupam em 3 grupos com maior grau de similaridade,
sendo as sequencias de AT2G43620 A.thaliana class IV ate
XP 024010844.1 E.salsugineum class IV as maiores, contendo uma adi¢do cerca de 14
residuos de aminodcidos na regidao do ChtBD (Apéndice D). A variacdao no CatD dessas
sequéncias ¢ significativa, com as quatro primeiras proteinas do alinhamento com dominios
maiores, evidenciando um gap de quatro residuos no restante das sequéncias. Adicionalmente,
uma proteina possui um tamanho reduzido, XP 024010844.1 E.salsugineum class IV, o
qual foi retirado do alinhamento final para os testes de substitui¢do sinénima e nao sinonima.
No mais, a proteina KAG7574777.1 A.suecica_class IV possui uma delecdo de 26 residuos
proxima a regido C-terminal. As proteinas AT2G43600.2 A.thaliana class IV,
KAG7644176.1 A.suecica class IV, CAEG6047496.1 A.arenosa class IV,
CAL9236781.1 A halleri class IV, XP 020884058.1 A.lyrata class IV,
XP_006397534.1 E.salsugineum class IV, e XP 006397533.1 E.salsugineum class IV,
ndo possuem o primeiro glutamato catalitico conservado das outras classes de GH19
(Apéndice D). Fora a sequéncia reduzida de E. salsugineum que nao foi incluida nos
proximos testes (Figura 6), outra sequéncia da mesma espécie, XP 006402100.1, dessa
classe, ndo possui o segundo glutamato catalitico conservado. Por fim, para o residuo de
serina catalitico, além da proteina XP 006410096.1 E.salsugineum class IV, da proteina
AT2G43620 A.thaliana class IV ateé as outras proteinas conseguintes ha uma mutagdo desse
residuo em treonina (Thr/T) (Apéndice D).

Uma quitinase de classe IV com dominios adicionais que ndo sejam o catalitico foi
encontrada, tendo um  dominio  CAP PR-1, sendo ela ~a  proteina
CAL9217362.1 A halleri class IV. Outras duas proteinas foram encontradas, possuindo
dominios de quitinase GHI19 adicionais, sendo KAG7574778.2 A.suecica class IV
encontrada com um dominio catalitico ¢ um dominio de ligacdo adicional semelhantes aos

primeiros dois dominios N-terminais, e CAE6047466.3 A.arenosa class IV com um CatD
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adicional logo apos o primeiro CatD N-terminal, seguido de um ChtBD semelhante ao
primeiro na por¢ao N-terminal e por mais um CatD de quitinase GH19. No mais, uma tltima
sequéncia CAE6076249.1 A.arenosa class IV possui um dominio de funcdo desconhecida
na por¢ao N-terminal, anterior ao dominio de ligag@o tipico dessa classe (Apéndice E) (Anexo

B).

Figura 6 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas () em cada sitio do CatD de quitinases de classe IV (Apéndice D). P-valores

acima de 10 sdo fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

O teste aBSREL nao encontrou nenhum ramo sobre selecdo positiva episddica em
quitinases de classe I'V.

O teste FEL, no entanto, acusa, em maioria, mutagoes nao sindnimas proximas as
regides de ligacdo ao substrato, na por¢ao C-terminal. Além disso, um pico na posicao 64
(Figura 6) ¢ referente a uma cisteina altamente conservada em todas as sequéncias dessa
classe, proxima ao ultimo glutamato catalitico. Em média, a classe IV foi a classe que mais

apresentou sitios sobre pressao diversificadora.

4.2.1.5 Classe V

Em quitinases de classe V foram 11 para A. suecica, 6 para A. halleri, 3 para A. lyrata
e A. arenosa e uma para E. salsugineum (Apéndices F e S).
AT4G19730, de A.thaliana e KAG7621107.1 de 4. suecica sdo as maiores sequéncias

dentre as outras quitinases de classe V, possuindo uma por¢do C-terminal maior. Ao passo
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que AT4G19740, de A. thaliana apresenta uma delecdo nessa mesma por¢ao. AT4G19770 e
KAG7546872.1, de A. thaliana e A. suecica, respectivamente, possuem uma delecao
significativa na regido N-terminal, mas nio atingindo o CatD. O aspartato catalitico inicial é
conservado, com excecao da sequéncia KAG7546872.1 de A4. suecica, pela dele¢do no N-
terminal e CAL9226112.1 e 4. halleri, a qual sofreu uma mutacéo do residuo catalitico para
um residuo de valina (Val/'V) (Apéndice F). AT4G19740 V e KAG7621108.1 A.suecica V

possuem uma substituicdo do segundo aspartato catalitico por um glutamato (Apéndice F).

Figura 7 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas () em cada sitio de quitinases de classe V (Anexo F). P-valores acima de 10 sdo
fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

O teste aBSREL acusou um no sobre pressao positiva episodica, 26, sendo o p-valor
0,00008. O no 26 ¢ referente ao ramo de origem da proteina AT4G19730, de 4. thaliana.

O teste FEL apresentou resultados variados em nivel de sequéncia primaria para classe
V, com picos variados de substituicdo sinénima e nao sinénima. Em destaque, o sitio proximo
a posi¢ao 15 do alinhamento de CatD possui uma alta taxa de substitui¢des sinonimas, sendo
uma regiao N-terminal importante para a ligacdo com o substrato. A regido 120 demonstrou
também estar sobre alta pressdao purificadora, um residuo de serina conservado em maioria

das sequéncias (Figura 7).

4.2.1.6 Classe VI

A distribuigao dos genes foi quatro para 4. suecica, trés para A. lyrata, duas para 4.

halleri e E. salsugineum e um para 4. arenosa (Apéndices G e S).
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As estruturas primarias de quitinases de classe VI se agrupam em dois padrdes de
sequéncia diferentes. As proteinas AT1G05850, de 4. thaliana, KAG7595984, de A. suecica,
CAL9213868, de A. halleri, XP_006417979, de E. salsugineum apresentam uma sequéncia
menor, com a regiao do peptideo sinal reduzida e com maiores varia¢des na regiao do ChtBD,
o qual ja possui, para essa classe, uma similaridade menor com o ChtBD de heveina,
fortemente relacionado com o ChtBD-/hevein-like de classe 1. No entanto, todas as quitinases
de classe VI estudadas mantiveram o padrao de dele¢do de quatro residuos de cisteina no
ChtBD. Para classe VI a substituicdo do glutamato catalitico candnico por um residuo de
lisina (Lys/K) se conservou em todas as sequéncias, da mesma forma para o segundo
glutamato catalitico candnico. Proteinas dessa classe tipicamente também nao apresentam a
serina como terceiro residuo catalitico, sendo substituido por um residuo de tirosina (Tyr/Y),
o que foi conservado (Tyler et al., 2010).

CAE5956658 A.arenosa VI nao foi incluida no alinhamento do Apéndice G pois

possui um dominio adicional de tipo pepsina vegetal A, além da delecao do ChtBD.

Figura 8 — Estimativas de Maxima Verossimilhanca para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas () em cada sitio do CatD de quitinases de classe VI (Apéndice G).P-valores acima
de 10 sdo fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

O teste aBSREL ndo acusou nenhum ramo ou sequéncia sobre pressdo de selegdo
diversificadora (Apéndice O).

A predigdo com o teste FEL demonstrou forte influéncia de substituicdo sindnima na
posicao 146, um residuo conservado de fenilalanina em todas as sequéncias do alinhamento
de classe VI (Apéndice G). O cddon que codifica a posigdo 160 apresenta uma forte taxa de

substituicdo ndo sinonima, referente aos aminoacidos asparagina (Asn/N), histidina (His/H),
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alanina (Ala/A), tirosina (Tyr/Y) e lisina (Lys/L), ndo relatados como participantes cruciais da
catalise ou da ligagdo com o substrato. Uma fraca taxa de substitui¢cao sinénima ocorre entre
as posicdes 160 e 170, referente a um motivo conservado P-S-A-H-D em todos os

representantes da classe VI.
4.2.1.7 Classe VII

Para classe VII, dois exemplares foram encontrados em A. suecica e uma proteina para
as outras espécies estudadas, salvo E. salsugineum, a qual ndo apresentou nenhuma quitinase

de classe VII (Apéndices I e S).

Figura 9 — Estimativas de Maxima Verossimilhanga para as taxas sinonimas (o) € nao-
sinonimas () em cada sitio do CatD de quitinases de classe VII (Apéndice I). P-valores acima

de 10 sdo fixados neste valor.
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Fonte: Fixed Effects Likelihood (FEL).

Maior parte das sequéncias dessa classe possui alta similaridade entre si.
XP_ 020882332 A.lyrata VII e KAG7564793 A.suecica VII apresentam uma regiao do
peptideo sinal maior em comparacdo com as outras sequéncias, embora o transcrito canonico
de 4. thaliana, AT3G47540.2 apresente uma regiao C-terminal maior em comparag¢ao com as
outras duas proteinas representantes. KAG7633600 A.suecica VII apresenta um maior grau
de similaridade com a versdao canonica de classe VII de 4. thaliana, do que em comparacao
com as outras proteinas das outras espécies (Apéndice I).

Os dois glutamatos cataliticos foram conservados em todas as sequéncias. No entanto,

o residuo de serina foi substituido por um residuo de arginina (Arg/R) nas duas sequéncias
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mais semelhantes entre si KAG7633600 A.suecica VII e AT3G47540.2, sendo mantido nas
outras proteinas (Apéndice I).

O gene que codifica a proteina AT3G47540.2 de 4. thaliana foi a Uinica sequéncia
dentre todas as classes cuja taxa de substitui¢do ndo sinonima foi significativamente maior em
comparagao a outras quitinases de classe VII, evidenciando que o gene esta sobre pressao
episodica positiva mediante o teste aBSREL (Apéndice P).

O teste FEL acusou apenas taxas de selecao purificadoras em nivel de sequéncia para
esses genes de classe VII. Dentre os sitios com taxa de substitui¢do sinonima os codons que
codificam aminoacidos T, A, G, Q e S foram os evidenciados pela sequéncia polipeptidica.
Nenhum desses residuos nas posigoes testadas participa canonicamente da catalise de quitina
em classe VII (Apéndice I). O teste FEL ndo acusou nenhum residuo sobre pressao seletiva

diversificadora.

4.2.2 Mapeamento cromossomico

Quitinases e proteinas de tipo quitinase em Arabidopsis thaliana apresentam
localizagdo cromossomica no padrao de genes em tandem para classe IV e classe V, com
algumas excegOes, como a sequéncia AT3G54420 IV. Representantes de outras classes
permanecem distribuidos pelos outros cromossomos separadamente, como o exemplar de
classe I AT3G12500, localizado no cromossomo 3, e a quitinase de classe III AT5G24090,
encontrada no cromossomo 5 (Figura 10).

Sequéncias CLP’s, tiveram o seguinte padrdo de localizacao, para CLP1, cromossomo
1; CLP3, cromossomo 4 ¢ CLP2, cromossomo 5 (Figura 10).

Quitinases de Arabidopsis arenosa para a classe IV e V foram também localizadas em
tandem no cromossomo (Apéndice Q). Além disso, a quitinase de classe Il AT1G02360 em 4.
thaliana se encontra em uma posicao alinhada com a quitinase de classe II CAE5956335.1, no
cromossomo 1. No entanto, a outra quitinase de classe II, em conjunto com a CLP3 de cada
uma das duas especies variaram de posi¢do entre a por¢ao inferior do cromossomo quatro de
A. thaliana até a por¢ao superior do cromossomo 6 de 4. arenosa.

No mais, CLP1 conservou sua posicao nas duas espécies, alem das duas CLP2 de 4.
arenosa em uma posicao do cromossomo 6 similar a posicao da CLP2 de A. thaliana (Figura
10) (Apéndice Q).

O mapeamento de cromossomos do alotetraploide 4. suecica evidencia a soma de

ambos os padroes de A. thaliana e A. arenosa em uma espécie resultante, conservando as
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localizagdes das sequéncias mais semelhantes entre cada uma das espécies parentais e relagiao
a filial. O numero de genes que codificam as proteinas, no entanto, ndo é a soma conservada

dos genes de 4. arenosa e A. thaliana (Apéndice R).

Figura 10 — Mapa cromossomico com localizac¢ao de genes de quitinases em Arabidopsis

thaliana.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada com 0 pacote Genes_on_chr

(https://github.com/xukaili/Genes_on_Chr/tree/master).
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5 DISCUSSAO

Quitinases vegetais, usualmente, podem ter sua acdo especifica no metabolismo
vegetal inferida pela quantidade de genes codificados no genoma da espéecie em questdo, uma
vez que sua funcdo pode estar relacionada a defesa vegetal, diretamente, ou em mecanismos
gerais celulares, tais como regulacdo de crescimento, germinagdo e em modulagdo em
resposta a estresses abidticos (Grover, 2012; Zhong et al., 2002). Por exemplo, quitinases de
classe I e classe III possuem poucas copias nos genomas vegetais, e, além disso, sdo as mais
relatadas contra ataques biodticos (Grover, 2012; Hamid et al., 2013; Passarinho; De Vries,
2002). Em contrapartida, genes que codificam quitinases presentes em maior nimero de
copias, como em classe IV, classe V e classe VI, podem participar de outros processos
celulares de resposta. Em classe IV, exemplificando, um estudo recente relata que uma
quitinase de cana-de-agucar (Saccharum spp) atua como sinalizadora em rotas metabolicas
contra ataques fungicos, elevando a atividade, ainda, de outras quitinases da planta (Chen et
al., 2025).

O numero de genes que codificam quitinases de classe VI em A. thaliana, A. halleri e
A. lyrata variou pouco. Essa classe ndo possui os residuos essenciais para ligagdo com
substrato e para a catalise, respectivamente histidina e glutamato, mas possui dominio de
ligagdo a quitina (Figura 1). A conservacdo em seu numero pode revelar uma funcéo
secundaria no metabolismo. Em caju (4nacardium occidentale), no entanto, o residuo de
glutamato foi substituido por um residuo de lisina, alinhando-se com os resultados
encontrados em Arabidopsis e Eutrema salsugineum, e, apesar de a enzima apresentar
atividade antifingica, ainda foi significativamente inferior as demais classes com o residuo
catalitico convencional (Oliveira et al., 2020).

Quitinases da familia GH19 podem ou nao possuir dominio de liga¢do, e maioria €
enderecada para o meio extracelular (Tabela 1), padrdo de proteinas de defesa em plantas
(Vaghela et al., 2022). A quantidade de genes que codificam quitinases em A. thaliana ¢
concordante com analises de Passarinho e De Vries (Passarinho; De Vries, 2002) e de Tyler et
al. (Tyler et al., 2010), revelando conservacao nesse nimero de enzimas para essa espécie.
Contudo, Passarinho e De Vries nao detectaram as CLP’s no genoma de Arabidopsis thaliana,
ou nao as abordaram como relacionadas a quitinases.

A identificacdo de genes homologos aos de A. thaliana nos genomas das espécies
Arabidopsis lyrata e Arabidopsis halleri foi realizada por meio de consultas no banco de

dados gendmicos de vegetais Gramene. Em 4. /yrata, o nimero total de genes para quitinases
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¢ menor (19), enquanto em A. halleri o numero € conservado. No entanto, para Arabidopsis
halleri houve reducao em trés unidades para quitinases de classe V, ao passo que trés
unidades adicionais foram encontradas na classe IV. Essa alteragdo pode explicar a
plasticidade da quantidade de quitinases necessarias no genoma vegetal para as classes IV e
V, assumindo sua funcao geral no metabolismo, o que demonstra uma possivel sobreposi¢cao
de funcao para genes que codificam suas proteinas (Apéndice S).

Em A. arenosa, no alotetraploide A. suecica e na hal6fita relativa E. salsugineum, o
total para cada um, respectivamente foi 18 genes (14 para GH19 e 4 para GHIS),
apresentando reducao na classe IV e V; 39 genes (26 para GH19 e 13 para GH18), com
adicdao de genes em todas as classes; e 18 genes (15 para GH19 e 3 para GH18), com apenas
um representante da classe V, reducao do numero de quitinases de classe IV e auséncia de

quitinases de classe VII (Apéndice S).
5.1 Classe I

O gene que codifica a proteina de classe I que apresenta mutagdes em residuos
cataliticos em 4. swecica, KAG7581678.1, provavelmente foi originado do gene
CAE5967005.1 de A. arenosa, o qual se assemelha mais com a sequéncia de A. suecica, o que
comprova a passagem de genes mediante o cruzamento entre 4. arenosa e A. thaliana. E
suposto que o mecanismo de defesa a ataques bidticos de 4. suecica ndo seja avariado, uma
vez que também foi herdada a sequéncia codificadora da quitinase de classe I de 4. thaliana
AT3G12500. O gene equivalente a essa sequencia ¢ KAG7630970.1 A.suecica I, o qual ndo
possui delegoOes nos sitios de catalise e ligagao com o substrato.

O fato de que as sequéncias CAL9220541.1 de A. halleri e XP_006407328.1 de E.
salsugineum apresentarem delecdes em regides cataliticas importantes, ao passo que os testes
de substituicdo sinonima apresentaram altas taxas nessas sequéncias pode significar que essas
mutacdes detectadas nos genes dessas duas especies podem ndo ter agdo deletéria no
mecanismo de catalise das enzimas codificadas.

Além disso, a regido de ligacdo com o substrato do CatD (Figura 1) esta sob pressao
purificadora, o que infere um mecanismo de correcdo de mutagdes para essa regiao para essa
classe de enzimas, indicando sua importancia para a atividade bioldgica, em consonancia com

Ohuma et al. (Ohnuma et al., 2014).

5.2 Classe 11
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Sequéncias dessa classe se distribuem internamente em outros dois grupos proximos
entre si, sendo um deles mais semelhante com a sequéncia de 4. thaliana AT4G01700 1I e
outro com AT1G02360.3 II, sugerindo uma duplicagdo ancestral no gene que codifica essas
proteinas em todas as espécies estudadas. Hipotese sustentada na sugestdao de Blanc et al.
(Blanc et al., 2000) de que Arabidopsis thaliana é um paleopoliploide fracionado.

Dada a variacao em dois grupos internos, ¢ esperado que quitinases de classe II
apresentem maior variagdo nas taxas de substitui¢ao. Como ocorrido com as duas sequéncias
de A. suecica e A. halleri, além da pressdo seletiva diversificadora nos sitios da por¢do N-
terminal do CatD (Figura 4). Essa classe de quitinase, ainda, quando analisada no genoma de
A. suecica, sofre uma dele¢dao de uma sequéncia, quando comparada com a soma teorica de
genes dos dois genomas parentais, Arabidopsis thaliana e Arabidopsis arenosa. Os genes
mantidos foram mais semelhantes a AT4G01700 II, sugerindo maior conservagao na fungao

de genes proximos em sequéncia primaria a ele.

5.3 Classe 111

Membros da classe III apresentaram alto grau de conservacdao das sequéncias.
Mediante a logica descrita correlacionando numero de quitinases com sua atividade (Grover,
2012; Passarinho; De Vries, 2002), quitinases de classe III provavelmente possuem agado
fundamental na defesa vegetal. As taxas de substituicdo também mantiveram o padrao de
selecdo purificadora para genes dessa classe, o que indica atuagdao no mecanismo molecular a
fim de manter a estrutura primaria das enzimas, e, com isso, sua acao fisiologica.

Ademais, a sequéncia CAE6117724 A.arenosa III apresentou dominios adicionais
ndo relatados em quitinases, usualmente (Anexo A). Os dominios de B lectina,
S locus_glycop, PAN APPLE e Pkc like podem ser originado de um evento de splicing

alternativo, que nao fo1 mantido em outras proteinas dessa classe para outras espécies.

5.4 Classe IV e classe V

Classes com maior numero de representantes € com genes mais correlacionados com
metabolismo geral vegetal e relatados em menor frequéncia contra ataques bioticos. Proteinas
dessa classe estdo localizadas em tandem nos cromossomos das trés especies Arabidopsis

thaliana, Arabidopsis arenosa e no alotetraploide Arabidopsis suecica (Figuras 10)
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(Apéndices Q e R), sugerindo um ou mais eventos de duplicagdo desses genes.
Adicionalmente, a presenca de trés proteinas com duplicagdo de dominios ou dominios
atipicos para classe IV (Anexo B) ¢ concordante com o fato de que sequéncias dessa classe
estdo sob constante pressdo de selecao diversificadora, como evidenciado pelos testes
aBSREL e FEL (Figura 6).

O numero de quitinases de classe IV e de classe V é também o mais variado dentre as
especies estudadas (Apéndice S). Como exemplo, em Futrema salsugineum ha apenas um
representante da classe V, o que pode indicar uma perda da atividade no metabolismo celular
geral dessas proteinas nessa espécie, mediante o estresse salino, e sua agdo tenha sido
suprimida ou substituida por quitinases de outras classes, principalmente de classe IV, que
teve o nimero de genes acrescido em Eutrema salsugineum, quando comparado com as
especies Arabidopsis thaliana, Arabidopsis arenosa e Arabidopsis lyrata (Apéndice S). Além
disso, o nimero de genes de classe IV em Arabidopsis thaliana, quando comparado com o
nimero de genes de classe V, € similar, padrao ndo encontrado para as outras espécies, salvo
o alotretraploide Arabidopsis suecica. Isso pode indicar que 4. arenosa, A. lyrata podem ter
sofrido o mesmo efeito de substituicdo de func¢do de quitinases de classe V por membros da
classe IV, como especulado para Eutrema salsugineum. Esse fenomeno demonstra que essas
espécies, por possuirem maiores mecanismos de adaptagdo a estresses bioticos e abioticos
quando comparadas com Arabidopsis thaliana (Bouzid et al., 2019; Kaplenig et al., 2022)
podem possuir a mesma logica de distribuicdo do balango quitinases de classe IV e de classe
V encontrado em Eutrema salsugineum (Marin-de la Rosa et al., 2019).

Nota-se, também, que a presenca ou auséncia do ChtBD ndo induz uma resposta mais
especifica a ataques bioticos, uma vez que quitinases de classe III ndo possuem ChtBD e sdo
relatadas nessas ocasides, enquanto quitinases de classe IV e de classe VI possuem esse
dominio de ligacdo mas ndo sao fortemente expressas contra agentes bioticos quanto classe I e

classe III (Chen et al., 2025; Hamid et al., 2013).

5.5 Classe VI

Quitinases dessa classe sdo relatadas como com fraca a¢ao sobre o substrato, uma vez
que a delecao do Glu (E) canonico para a catalise ¢ relatada em todos os representantes dessa
classe (Tyler et al., 2010). Além disso, seu ChtBD com as dele¢des citadas podem produzir

um dominio com folding incorreto.
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Ao passo que sua funcdo catalitica pode ndo estar relacionada diretamente com
estresse biotico, as taxas de substituigdo sindnima foram consideravelmente altas em
compara¢ao com nao sinonimas (Figura 8), indicando, provavelmente que sua funcdo no
metabolismo geral ¢ conservada. Argumento refor¢ado pelo niimero intermediario de copias
desses genes nos genomas, sendo maior que para a classe II, por exemplo, nas plantas

estudadas.

5.6 Classe VII

Kolosova et al. (Kolosova; Breuil; Bohlmann, 2014) consideraram proteinas dessa
classe como da familia GHI18. No entanto, em nivel de sequéncia primaria, os residuos
cataliticos e de ligacdo dos exemplares da classe VII para os genomas estudados nesse
trabalho estdo de acordo com o citado (Kolosova; Breuil; Bohlmann, 2014).

Novamente, a serina (S/Ser) catalitica sofreu uma mutagdo em todas as proteinas da
classe VII para alanina (A/Ala) (Apéndice P), o que pode indicar que o padrao do residuo
canonico unicamente se manteve em classe I e classe II, com poucas ou nenhuma proteina
apresentando a serina canonica. Com 1sso, pode ser considerado um residuo nao crucial para a
catalise em outras classes (Peery et al., 2021). Mais informagdes sobre os residuos
participantes da catalise ou ligacdo com o substrato ndo foram encontrados no banco de dados
CDD para essa classe.

O fato de AT3G47540.2 estar sob pressao seletiva episodica diversificadora mas nao
possuir codons sobre pressao diversificadora mediante o teste FEL pode ser esperado. O teste
aBSREL pode detectar pulsos episodicos de mutagoes em uma linhagem evolutiva. O teste
FEL, por sua vez, infere taxas de substituicdo de forma fixa, unicamente com base nas
correlacdes de homologia e identidade dos aminoacidos codificados por cada trinca do
conjunto de CDS’s disponibilizadas e alinhadas com as sequéncias polipeptidicas
correspondentes (Weaver et al., 2018). Dessa forma, AT3G47540.2 provavelmente sofreu
mutacdes nao sinonimas, de tal sorte que gerou um pulso evolutivo episodico, mas de forma

fixa as mutagdes ndao permaneceram, como sugerem os resultados do FEL (Figura 9).

5.7 Eutrema salsugineum

A quantidade de genes que codificam quitinases nessa espécie pode ser um objeto

comparativo de distancia evolutiva média, em comparagao com as outras espécies estudadas,



41

dada sua ndo participagdo do género Arabidopsis. Além disso, entender a dinamica de
quantidade de quitinases e correlaciona-la ao fato de Eutrema salsugineum ser uma halofita
relativa modelo pode ajudar a compreender qual classe dessas enzimas pode estar mais
envolvida com o mecanismo de estresse abiotico.

De posse disso, para quitinases de classe I e VI, Eutrema salsugineum manteve o
padrao observado na planta modelo Arabidopsis thaliana. Para quitinases de classe III houve
a adicdo de mais um gene, o que pode sugerir uma maior resposta a ataques bioticos mediante
o estresse salino (Khanal; Moffatt; Gray, 2015). Em classe IV a adi¢do de dois genes pode
sugerir também uma maior amplitude nas respostas a influéncias diversas no metabolismo, o
que justificaria a duplicacao na regido cromossomica equivalente que codifica proteinas de
classe IV. As reducdes nas classes V e VII sugerem uma perda de funcdo dos genes em
Eutrema salsugineum, ao passo que as fungdes dessas classes podem ter sido substituidas,
para classe V, pela classe IV e para classe VII, pelas classes I e II, seguindo um raciocinio de

proximidade de funcdo por proximidade de numero de copias desses genes.
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6 CONCLUSAO

Arabidopsis thaliana é um modelo coerente para avaliar quantidade de quitinases e
sua distribuicdo e classificacdo de dominios em plantas. Arabidopsis halleri, Arabidopsis
lyrata e Eutrema salsugineum apresentam numeros menores de quitinases em relagdo ao
modelo, provavelmente por perda de funcdo de quitinases de classe V e de classe IV.
Arabidopsis suecica demonstra as consequéncias do cruzamento entre Arabidopsis arenosa e
Arabidopsis thaliana ao evidenciar a soma entre maior parte das sequéncias que codificam
quitinases da geracao parental em seu genoma alotetraploide.

Quitinases dos genomas vegetais estudados, com excecao para classe IV e V, possuem
fortes taxas de selecdo purificadora, condizente com a funcao central bem relatada contra
estresses bioticos enfrentados pelo vegetal. Ao passo que quitinases de classe IV e V
apresentam taxas de substituicdo ndo sinonimas em maior nimero, indicando que quitinases
dessa classe estio em maior pressdo diversificadora, o que se alinha com o raciocinio de
participa¢do majoritaria em fungdes diversas do metabolismo vegetal, como na germinacao,

senescéncia, adaptagio a estresses abioticos, e desenvolvimento da planta.
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COM QUITINASES DE CLASSE 1 DE A. thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A.

arenosa E E. salsugineum.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana

possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE B - ALINHAMENTO DE QUITINASES DE CLASSE 11 DE A. thaliana, A.
halleri, A. lyrata, A. suecica, A. arenosa E E. salsugineum.

ATAGO1700_)
CAEB1419251_A arenosa_ll
CALE232766.1 _A halleri_lI
XP_002872878, 1. _Alyrata_lI

)

AT1G02360.1_I11 --- - --MADDHSE

AT1G02360 3_" ml;ﬂi s SHII‘EIH SEEMAQQHS

AT1G02360.2_1I WTNS SEEMAQOHS
CAES956335.1_A arenosa_l1 SihaiE =S S ---MA-QHS

77777777777777777777 - - -MA-QHSS
Wsmgg,‘ ——————————————————————————————————————————————— - --MA-QHSS LLLCFFLSIS

Commerata, = _—innran [Teafinlh

M

|
ATAGO1700_H sl;salm -AZIB .P..GB. NE 86
CAE6141925 1_Aarenocsa_ll S i a6
CAL92327561_Ahalleri_Il ssa T AI? £ 86
XP_002872878.7_Alyata_ll S8S T 5 86
XP_006336366_F salsugineum I SHSSSEHET 86
KAGT619285.1_Asuecica_ll FREGSHMGNE 48

KAGYS5T7965.1_Asuecica_ll I 48
AT1GD2360 1_1 SENQAT) 78
AT1GO23603_1 QAT P 130
AT1G02360.2_1I QAT|

124
CAES956335 1_Aarenosa_ll P

33

13

3

ATAGO1T00_N
CAE6141926.1_Aarenosa_li
CAL92327561_Ahaller|_ll
P 0028728781 Al)rata 1}

200
u-.ac!sgé s|
NTGHPCEP

EE L

XP_006396366_E sals ugineurn_Il NTEWP
KAGT6192851_Asuecica_l
KAGTS579651_Asuecica_|l NTOWP
AT1G02360.1_) TOWPCEPNE
AT1G02360.3_1I T PN A
AT1GO23602_II T G
1_Aarenosa_|l NTOWPCEPSE T

5956335
CAL92134181_Ahaller|_ll J\I NTGWFCERPNE T|
XP_002892104 2 Alyata_ll AT AR NTOWPCEPNE °
KAGT595559.1_Asuecica_ll AT AA NTOWPCHPNE T

XP_006418351_F salsugineum_ll ETRERERAAR lAﬂlBllfﬂ' GIA\?ABIGEI AWCECEREEN saasulclss NTEWPCESNE THQGRGPEQE
Consensus WTRRREVAAF LAQISHETTG GWATAPDGPY AWGLCFKEEV SPQSNYCDSS NTGWPCFPXK TYQGRGPIQL
1

Consewsﬂon
2jz:| 200 Eln
ATAGO1T00_II c@ac RANGEBGHEQN TA TPRPSCH PT
CAEG1419251_A arenosa_ll GRAG RA QN TA 'BQTPEPSCH BT
CALB2327561_A halleri_Il NEcoAG EEcEaN TA TEQTPEPSCH Ll
XP_002872878.1_Alyrata_I| INEGAAG RA | [ TA TEQTPRPSCH Ll
XP_006396366_F salsugineum_|I NECQAGC RAERE N TA TPHEPSC PT
KAG7619265.1_A suecica_ll NEcOAc RA | N TA TRaTPRPSC 2T
KAGTS5T965 1_A suecica_|l GRAG RA RGEQN TA TEGTPRPSCH BT
ATTGO2360.1_11 _ GPAG RA TA QSPRPSC BT
AT1G02360.3_11 SN GPRAG RANGHE TA TPaQsPEPSC en
AT1G02360.2_11 u GRAG BANGE TA SPKMPSCH BT
CAES9563351_A arenasa_l| NEGPAG RA N TA TRQSPEPSCH PT
CAL9213416.1_Ahalleri_ll SWNENEGPAG RA N TA TRQSPRPSCH er
XP_002892104 2_Alyrata_|l SWNENEGEAG N 1 TPQSPEPSCH BT
KAGTS95559 1_A suecica_Il SWNENEGRAG BA N TA SPEPSCH BT
XP_006418351_E salsugineurm_l| GEAG Gl TA TEQSPHPSC er B AN
RALGFDGLXN PETVANNSVI AFQTALWFWM TEQSPKPSCH DVMIGKYRPT XADLAANRTV

Conasns‘a{:* SWNYNYGPAG
Consarvation
o

]

AT4GO1700_II TNEEN cCEECGEP T TGRNI NG BPES 280
CAEG6141925.1_A arenosa_lI g'alrrmli EI gl Gl IN TGE!&IICI ' l 280
CAL9232756 1_A halleri_II G Iﬂn E G| T B= = = 280
XP_002872878.1_Alyrata_Il G THNEEN CG.PG T ':I'GEII cCENG BRP 280
R reroms . A W NEEN 88 colPo T ToPNEBCENG BEmS 1o

suecca, id ™
KAGTSST90 tTnssco i GHCRTENEEN oRNCORES A TORNEBCENG BENA 7o
AT1G02360.3_11 Glgﬂrn“u cg’acl A TGP CcENG ’Fl: 324
AT1G023602 11 G TTNEEN CGEPG A TGENEECENG RP 318
CAES5956335 1_A arenasa_Il Gl TTHN N CGEPG C] 271
CALY213418.1_A halleri_IlI Gl TTNEEN cclPG [o] 271
XP_002892104.2_Alyrata_Il G TN ] P C] 307
KAGT595559 1_A suecica_Ill G TTN N cGlPG C 271
XP_006418351_E salsugineum |l GEGETTNEEN c;c;l CGEAG c 271

GGLECGI PGD

Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE C - ALINHAMENTO DE QUITINASES DE CLASSE 111 DE A. thaliana,
A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A. arenosa E E. salsugineum.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE D - ALINHAMENTO DO ChtBD DE HEVEINA DE Hevea brasiliensis
COM QUITINASES DE CLASSE 1V DE A. thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A.
arenosa E E. salsugineum.
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53

APENDICE; E - ALINHAMENTO DE QUITINASES DE CLASSE IV COM
DOMINIOS ADICIONALIS DE A. halleri, A. suecica E A. arenosa.
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APENDICE F - ALINHAMENTO DE QUITINASES DE CLASSE V DE A. thaliana, A.
halleri, A. lyrata, A. suecica, A. arenosa E E. salsugineum.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE G — ALINHAMENTO DO ChtBD DE HEVEINA DE Hevea brasiliensis
COM QUITINASES DE CLASSE VI DE A. thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A.
arenosa E E. salsugineum.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE H - ALINHAMENTO DO ChtBD DE HEVEINA DE Hevea brasiliensis
COM QUITINASES DE CLASSE VI COM DOMINIOS ADICIONALIS DE A. thaliana

E A. arenosa.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008) e foi
utilizada de modelo comparativo nesse alinhamento.
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APENDICE I - ALINHAMENTO DE QUITINASES DE CLASSE VII DE A. thaliana,

A. halleri, A. yrata, A.

suecica E A. arenosa.
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Fonte: Autoral. Imagem gerada via CLC Sequence Viewer 8. Sequéncias de A. thaliana
possuem apenas o identificador do transcrito do projeto TAIR10 (Swarbreck et al., 2008).
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APENDICE J - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE I DE 4.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. arenosa E E. salsugineum

(3) CAE5967006.1 A.arenosa |
(11

0.00

(4) KAG7581679.1 A.suecica |
(13)
0.0

(5) XP 002884907.1 A.lyrata |

(12)
0.00

(16) ————(6) CAL9220541.1 A.halleri |

0.00

(7) XP 006407328.1 E.salsugineum |

0.05

(15)

0.04 —— (8) CAE5967005.1 A.arenosa |
(14)

(9) KAG7581678.1 A.suecica |

(1) AT3G12500

(10)

(2) KAG7630970.1 A.suecica |

0.00

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada numero em paréntese
representa o identificador né. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE K - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE II DE A4.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. arenosa E E. salsugineum

(17y[000 (8) CAE5956335.1 A.arenosa |l

0.00

(18)
0.00

(19) T(TO) CAL9213418.1 A.halleri Il

0.00

(9) XP 002892104.2 A.lyrata Il

0.01

@) L (7)AT1G02360.3 II

0.07 0.02

(21)
0.12 0.00

(11) KAG7595559.1 A.suecica Il

(22)
0.08 0.07

(12) XP 006418351 E.salsugineum Il

(23) S (6) XP 006396366 E.salsugineum Il

0.03

o (9) XP 002872878.1 A.lyrata lI

0.0

(16)

(2) CAE6141925.1 A.arenosa |l

0.00

(24) (15)
0.00 0.00

(3) CAL9232756.1 A.halleri Il

(14) | 0.00
0.00

(4) KAG7557965.1 A.suecica |l

0.00

(1) AT4GO01700 Il

0.00

(13) KAG7619285.1 A.suecica Il

0.00

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada numero em paréntese
representa o identificador nd. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE L - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE III DE A4.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. arenosa E E. salsugineum

(3) CAL9231371 A.halleri 11l

0.014
(10)
0.004

i ————(4) XP 020876141 Allyrata Il|

0.005

(5) KAG7556293 A.suecica Il
(13) 0.000

0.000

(6) XP 006394666 E.salsugineum Il

0.000

(12)

(14) 0.058
0.023

(7) XP 024007186 E.salsugineum |II

0.000

(8) CAE6117724.1 A.arenosa |

0.028

(1) AT5G24090 111

0.000

9)

0.000

(2) KAG7610223 A.suecica lll

0.000

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada numero em paréntese
representa o identificador né. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE M - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE 1V DE A.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. arenosa E E. salsugineum

50 E(1) AT3G54420 IV
(2) KAGT7634391.1 A.suecica IV
(3) CAL9246405.1 A halleri IV
[(4) AT2G43590 IV
(5) KAG7644175.1 A.suecica IV
(6) CAE6047479.1 A.arenosa |V
(7) XP 020884057.1 A.lyrata IV
(8) CAL9236777.1 A.halleri IV
(9) AT2G43580 IV
(10) KAG7644174.1 A.suecica IV
——(11) CAL9236775.1 A.halleri IV
—(12) XP 002881916.1 A.lyrata IV
(13) KAG7574777.1 A.suecica IV
(14) XP 006397531.1 E.salsugineum IV
(15) XP 006410096.1 E.salsugineum IV
(16) CAL9236773.1 A.halleri IV
(17) CAE6B047466.3 A_.arenosa IV
(18) CAL9217362.1 A.halleri IV
(19) XP 006402100.1 E.salsugineum IV
(20) XP 006397532.2 E.salsugineum I\
1z LULE(21) AT2G43620 IV
(22) KAG7644178.1 A.suecica IV
(82 7 E(23) CAEB047540.1 A.arenosa IV
(24) CAL9236783.1 A.halleri IV
i@ (25) XP 006397535.1 E.salsugineum IV
(26) XP 002881921.1 A.lyrata IV
(27) KAGT7574780.1 A.suecica IV
(831 [(28) CAE6047562.1 A.arenosa IV
(29) CAL9236784.1 A.halleri IV

@a —(30) AT2G43610 IV
4@\_5{—[(31) CAE6047511.1 A.arenosa IV
——(32) KAGT7644177.1 A.suecica IV
(33) KAG7574779.1 A.suecica IV
———(34) AT2G43600.2 IV
= (35) KAG7644176.1 A suecica IV
oy | @h_—(36) CAEB047496.1 A.arenosa IV
(37) KAG7574778.2 A.suecica IV
(38) XP 020884058.1 A.lyrata IV
(38) XP 006397534.1 E.salsugineum IV
(40) CAL9236781.1 A halleri IV
( (41) XP 006397533.1 E.salsugineum IV
4 Lg74‘LE(42) AT1G56680.2 IV )
(43) KAGT7657743.1 A.suecica IV
(44) CAL9236782.1 A halleri IV
(45) XP 0028819820.1 A.lyrata IV
(46) AT2G43570 IV
i | (47) KAGT7644173.1 A suecica IV
(108)_{ (103 (48) CAE6047427.1 A.arenosa |V
104 (49) KAGT574775.1 A.suecica IV
(107)_o (50) XP 002881911.1 A.lyrata IV
(51) CAL9236771.1 A.halleri IV
(110 (52) XP 006397529.1 E.salsugineum IV
(1081 (53) CAL9236774.1 A halleri IV
ﬂ_ﬂr—r(ﬂ) XP 002881915.1 A.lyrata IV
——(55) XP 006397530.1 E.salsugineum IV
(56) XP 020879620.1 A.lyrata IV
(57) KAG7565655.1 A.suecica IV
(58) CAE6076249.1 A.arenosa IV
(59) XP 006403578.1 E.salsugineum IV

11| (84)

hody_|

(113
'Li‘lﬂ.! (98

s

(114

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada nimero em paréntese
representa o identificador no. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE N - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE V DE A4.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A. arenosa E E. salsugineum

(16) AT4G19760 V

(17) KAG7621110.1 A.suecica V
(18) CAE6187037.1 A.arenosa V
(19) CAL9226111.1 A.halleri V
(20) AT4G19750 V

(21) KAG7621109.1 A.suecica V
(22) CAL9226110.1 A.halleri V
(23) CAE6187065.1 A.arenosa V
(

(

24) XP 002867921.1 A.lyrata V
25) KAG7546871.1 A.suecica V
(32) AT4G19730 V

(33) KAG7621107.1 A.suecica V
(30) AT4G19740 V

(31) KAG7621108.1 A.suecica V
(26) AT4G19720 V

(27) KAG7621106.1 A.suecica V
(28) CAE6187071.1 A.arenosa V
(29) CAL9226109.1 A.halleri V
(14) AT4G19770 V

(15) KAG7621111.1 A.suecica V
(13) CAL9226113.1 A.halleri V
(11) AT4G19800 V

(12) KAG7621112.1 A.suecica V
(

(8

(

(

(

—5

(3

(

—(1

(

(61)

(62)

7) AT4G19820 V
) KAG7621114.1 A.suecica V

9) XP 020875674.1 A.lyrata V

10) CAL9226116.1 A.halleri V

6) XP 006413935 E.salsugineum V
) KAG7546870.1 A.suecica V

63)

) CAL9226115.1 A.halleri V

(36)
(3_5)|: 4) XP 002867920.1 A.lyrata V
) ATAG19810 V
(34)—(2) KAG7621113.1 A.suecica V

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada niimero em paréntese
representa o identificador nd. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE O - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE VI DE A.
thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica, A. arenosa E E. salsugineum

—(7) XP 020867689 A.lyrata VI

(NL_(8) CAE5956658 A.arenosa VI

(18)

(9) KAG7653224 A.suecica VI

(19)

(10) XP 020867688 A.lyrata VI

(20)

(6) CAL9213868 A.halleri VI

(16)) ——(4) AT1G05850.2 A thaliana VI
(15)

(21)

—(5) KAG7595984 A.suecica VI

22) (11) XP 006417979 E.salsugineum VI

(23) (3) KAG7582247 A.suecica VI

(24) (12) XP 006406791 E.salsugineum VI

(25) (2) KAG7631535 A.suecica VI

(26) (13) XP 002885177 A.lyrata VI

(1) AT3G16920.2 VI

(14) CAES967557 A.arenosa VI

Fonte:  Autoral. Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood, ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada numero em paréntese
representa o identificador nd. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE P - ARVORE FILOGENETICA DE QUITINASES DE CLASSE VII DE
A. thaliana, A. halleri, A. lyrata, A. suecica E A. arenosa

(3) CAE6075387 A.arenosa VI

0.02
®)
0.00
. L (4) XP 020882332 A lyrata VI
0.01
(10) — (5) CAL9247289 A halleri VI
0.05
— (6) KAG7564793 A.suecica VIl
———(1) KAG7633600 A.suecica VI
(1)
(2) AT3G47540.2 VI

0.03

Fonte:  Autoral. = Gerada via software IQ-TREE (Minh et al, 2020)
(https://igtree.github.io/about/), sendo LG+G+F o modelo de substituicio de aminoacidos
pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum likelihood; ML). As figuras de arvores
foram obtidas via software MEGA 12 (Stecher et al., 2025). Cada nimero em paréntese
representa o identificador nd. Arvore gerada somente com o CatD de cada sequéncia.
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APENDICE Q - MAPA CROMOSSOMICO COM GENES DE QUITINASES DE
Arabidopsis arenosa
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Fonte: Autoral. Imagem gerada com 0 pacote Genes_on_chr
(https://github.com/xukaili/Genes_on_Chr/tree/master)
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APENDICE R - MAPA CROMOSSOMICO COM GENES DE QUITINASES DE
Arabidopsis suecica
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Fonte: Autoral. Imagem gerada com 0 pacote Genes_on_chr

(https://github.com/xukaili/Genes_on_Chr/tree/master)



72

APENDICE S - QUANTIDADE DE GENES QUE CODIFICAM CADA UMA DAS
CLASSES DE
QUITINASES EM Arabidopsis thaliana, Arabidopsis suecica, Arabidopsis arenosa,
Arabidopsis lyrata, Arabidopsis halleri e Eutrema salsugineum

Classe A. A. suecica A. arenosa A. A. E.
thaliana lyrata halleri  salsugineum

I | 3 2 1 1 1

It 2 8 2 2 2 2
11T 1 2 1 1 1 2
v 8 14 8 8 11 10
A% 9 11 3 3 6 1
VI 2 4 1 3 2 2
VII 1 2 1 1 1 0
Total: 24 39 18 19 24 18

Fonte: Autoral (2025).



ANEXO A - DOMINIOS CONSERVADOS DA PROTEINA
CAE6117724_A.arenosa_III

bl WO g PO e v RPN e 1 O O P s QNPT Sk = Y ol s Gl Rt WA s R e
Query
active site A A A AA ATP binding site [04 A4 1A
catalytic residue A putative binding site /| |

substrate-binding cleft A 44 A
mannose binding site 1y 4 ‘4
dimerization interface A4 4 )

_hevamine_Xipl_cla ssm

Superfamity arch. GH1s_chitinase~iik§ 'lB_lectll'{ S_Iocus_gL?A;N_APﬂ.E C Pk like

Specific hits GH18

Fonte: Conserved Domains Database (CDD) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd)
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ANEXO B

74

-~ DOMINIOS CONSERVADOS DAS PROTEINAS

KAG7574778.2_A.suecica_class_IV, CAE6047466.3_A.arenosa_class_IV,
CAL9217362.1_A.halleri_class_IV e CAE6076249.1_A.arenosa_class_IV,

respectivamente
'llﬂ ) ]:IBZ' y '?ﬂ I‘?: - EEIIJ E?U JI:"J d?ﬂ !'ZF L:I!
carbohydrate binding site AR A sugar binding site 4 14 (1Y A WAL sugar binding site 4 1) i)} A WAL
carhohydrate hinding site ABAA
Spedfichits
chitinase_GH19 Chitinzhind_1 chitinase_ GH19
Superfamity arch, htBD1 Lyz-like Chitin_bind_1 Lyz-like
1 PO B B W 3R e P R L PO Gy
Query
carbohydrate binding site A sugar binding site 4 ') i\ \ Uy sugar hinding site 4\ '\ 1} A MM sugar binding site 4 Y A Ik A
carbehydrate binding site siA
Specific hits
Chitinzbind_1 chitinase_GH19 chitinase_GH19 E chitinase_GH19
superfamityarch.  Chitin_bind_1 Lyz-like Lyz-like ChtBD1 Lyz-like
% w0 P 0 o 50 0 b
Query
carbohydrate hinding site ABA A sugar hinding site % A% LY A A AA
Specific hits b
Chitinzbind_1 chitinase GH19 CAP_PR-1
Superfaniyarch, Chitin_bind_1 Lyz-like CAP
2? Jlﬂ 5 ﬁll'l BIJ X 0 17"0 |fﬂ |5|)3 3 Illm i L’?). L’;ﬂ :?:‘ Efrﬂ 2?: J?l‘ 3'70 J-Ilﬂ 3?3 B S?}
Query
carbahydrate binding site /04 4 sugar binding site 'y Loy A WA AL
spedific hits
DUF1163 chitinase_GH19
Chitin_bind_1
Supiriaingy anch. DUF1163 Lyz-like

Chitin_bind_1

Fonte: Conserved Domains Database (CDD) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd)
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ANEXO C - DOMINIOS CONSERVADOS DA PROTEINA
CAES956658_A.arenosa_VI

'llliv ) o 4?( 0 :lli[l o0

sugarbindingsite A \ WAL catalytic matif 4 A
catalytic residue 4 A
Active site flap
inhibitor binding site [, A
catalytic motif 5y
Catalytic resldue i
Active site flap 00

specifichits

chitinase_GH19
Ak, Lyz-like

pepsin_retropepsin_like
pepsiirrr!t_ etropepsin_like
|

Fonte: Conserved Domains Database (CDD) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd)



