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RESUMO

As plantas desenvolveram, ao longo da evolucdo, estratégias para mitigar os efeitos
negativos dos estresses ambientais aos quais estdo expostas. Dentre essas
estratégias, o desenvolvimento de um sistema antioxidante desempenha uma funcao
primordial em lidar com moléculas ou radicais livres nocivos a célula. A catalase é uma
enzima que faz parte dessa linha de defesa, metabolizando o H202, que em
concentracOes elevadas causa efeitos danosos as células. Em plantas, geralmente a
catalase é codificada por uma familia multigénica de até trés genes. Entretanto, a
distribuicdo, bem como a funcéo fisioldégica de cada membro génico ainda sao temas
pouco compreendidos. Dessa forma, esse trabalho objetivou analisar a estrutura e
distribuicdo filogenética dos genes da catalase em angiospermas bem como a sua
funcionalidade (expresséo) em diferentes tecidos durante o desenvolvimento e
condicbes de estresse em milho. Os genes da catalase foram anotados e as
sequéncias de cDNA obtidas foram utilizadas para constru¢cdo da arvore filogenética
através da metodologia Bayesiana e também para determinacdo da estrutura génica.
A expressao génica foi avaliada em dados transcriptdmicos (in silico) de milho através
da ferramenta HTSeq. A partir da analise filogenética quatro subfamilias da catalase
foram identificadas em angiospermas (CAT2, CAT3, CAT1 e CAT4). As duas
primeiras encontradas somente em espécies de monocotiledéneas, a terceira
compartiihada por ambas as classes e a Ultima encontrada somente em
eudicotileddneas. Os dados de estrutura génica sugerem que a evolucdo dos genes
ocorreu através de, predominantemente, eventos de delecdo de introns e por meio de
duplicacdo. A analise de expressédo revelou que os genes cat2 e cat3 sdo expressos
na raiz em condicdo de estresse osmotico e sob ataque de fungo, respectivamente.
Ambos 0s genes apresentaram expressdo no grdo germinado e em tecido foliar
maduro. Ja o gene catl foi expresso somente em tecidos reprodutivos. Os genes da
catalase em milho possuem expressdo dependente do tecido e do estagio de
desenvolvimento da planta. Os dados obtidos nesse trabalho contribuem para elucidar
a distribuicdo evolutiva dos genes da catalase em plantas, gerando informacdes para
se estabelecer uma classificacdo mais ampla buscando inter-relacdo entre filogenia,

estrutura e fungcdo génica.

Palavras-chave: Filogenia. Expressao génica. Zea mays. Familia multigénica.



ABSTRACT

Throughout evolution, plants have developed strategies to mitigate the negative effects
of the environmental stresses to which they are exposed. Among these strategies, the
development of an antioxidant system plays a primordial role in dealing with molecules
or free radicals harmful to the cell. Catalase is an enzyme that is part of this line of
defense, metabolizing H202, which at high concentrations causes harmful effects on
cells. In plants, catalase is generally encoded by a multigenic family of up to three
genes.However, the distribution as well as the physiological function of each gene
member are still poorly understood subjects. This work aimed to analyze the structure
and phylogenetic distribution of the catalase genes in angiosperms as well as their
functionality (expression) in different tissues during development and stress conditions
in corn. The catalase genes were annotated and the cDNA sequences obtained were
used to construct the phylogenetic tree through Bayesian methodology and also to
determine the gene structure. Gene expression was evaluated in corn transcriptomic
data (in silico) using the HTSeq tool. From the phylogenetic analysis four catalase
subfamilies were identified in angiosperms (CAT2, CAT3, CAT1 and CAT4). The first
two found only in species of monocots, the third shared by both clades and the last
one found only in eudicots. Gene structure data suggest that gene evolution occurred
through predominantly introns deletion events and through duplication. Expression
analysis revealed that the cat2 and cat3 genes are expressed in the root under dry
condition and under fungus attack, respectively. Both genes had expression in the
germinated grain and mature foliar tissue. The catl gene was expressed only in
reproductive tissues. All three genes studied have expression profile dependent on
tissue and stage of development of the plant. The data obtained in this work contribute
to elucidate the evolutionary distribution of the catalase genes in plants, generating
information to establish a broader classification seeking interrelationship between

phylogeny, structure and gene function.

Keywords: Phylogeny. Gene expression. Zea mays. Multigenic family.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE ILUSTRACOES

Distribuicdo dos genes das subfamiias da catalase em
ANGIOSPEIMNAS .. .eeueen e e e et et et et et eee e e et e ener e et eas e e s ean e e e een s

Classificacdo proposta para espécies com classificacdo
previamente definida no NCBI e/ou na literatura..........cccccevvveennenn
Arvore filogenética com as sequéncias de cDNAs da catalase,
obtidos a partir da anotacdo em 110 genomas de plantas
ANGIOSPEIMIAS . ....veeiuect e ie ettt e e ee e et e e ee e et eeees e e s eseesee e s eeneeee e anea

Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia
Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia
Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia
Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia
NUumero de elementos cis regulatorios presentes na regiao
promotora dos genes «catl, cat2 e cat3 de Zea
AT 1 T PSPPI

Perfil de expressdo dos genes catl, cat2 e cat3 em diferentes
partes da raiz priméria obtidas de plantas de milho em condi¢éo
de estresse
[0 1] 1 40 ) 1o o PSP

Perfil de expresséo dos genes catl, cat2 e cat3 de Zea mays sob
ataque pelo fungo Cercospora zeae-
MAYAIS. ..ttt et et e e et e et e e e e et e e ae e e

Perfil de expresséo dos genes catl, cat2 e cat3 de Zea mays em
diferentes tecidos
FEPTOTULIVOS. ...ttt e e e et e et ettt e e e e es

Perfil de expressao dos genes catl, cat2 e cat3 de Zea mays em
diferentes

(<Y1 0 [0 ST

37

38

41

42

43

45

46

50

51

52

53

54



Figura 13 - Arvore filogenética baseada em sequéncias de aminoacidos
gerada a partir do método da

QT2 V(o] 410 o = PRSP

61



Tabela 1

LISTA DE TABELAS

- Experimentos de RNA-Seq utilizados para se obter o perfil de

expressdo dos genes catl, cat2 e cat3 em Zea mays

33



ABA
ACP
AIC
APX
AsA
AsA-GSH
BLAST
CAT
cDNA
CPM
DAP

DHAR
EROs
EST
GDEs
GLS
PRX
GSH
GTF
IPCC
KcatG
MAPKSs
MCMC
MDHAR
MeJA
MnCATs
NCBI
NR
PAMPS
PEG
PTS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Abscisico

Analise de Componentes Principais
Minimum Theorectical Information Criterion
Ascorbato peroxidase

Ascorbato

Enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
Basic Local Alignment Search Tool
Catalase

DNA complementar

Contagem por milhdo

Dias ap6s a polinizagao

Deidroascorbato redutase

Espécies Reativas de Oxigénio

Expressed Sequence Tags

Genes Diferencialmente Expressos

Grey Leaf Spot

Peroxirredoxinas

Glutationa reduzida

General Transfer Format
Intergovernmental Panel on Climate Change
Catalase bifuncional

Mitogen Activated Protein Kinases

Markov Chain Monte Carlo
Monodeidroascorbato redutase

Metil jasmonato

Catalases de Manganés

National Center for Biotechnology Information
Nucleotide Collection
Pathogen-associated Molecular Pattern
Polietilenoglicol

Peroxisomal Targeting Signal



Refseq_genomic
Refseq_rna
SOD

SOS

SRA

TSA
UPGMA
USDA

UTR

WGD

WGS

Reference genomic sequences

Reference mRNA sequences

Superoxido Dismutase

Salt Overly Sensitive

Sequence Read Archive

Transcriptome Shotgun Assembly

Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages
United States Department of Agriculture

Untraslated Region

Whole-genome Duplication

Whole-genomes Shotgun Reads



2.1
2.2
2.3
24

2.5

3.1
3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

5.2

5.3

53.1

5.3.3

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt ittt et ettt et et e ee s eesn et st e e e
FUNDAMENTAGCAO TEORICA......cooivie et

Impactos dos estresses ambientais na agricultura

Respostas de plantas a estresses ambientaiS............cccoeeveeenne
Catalase em Plantas: origem, funcéo e classificacao...................
Duplicacdo génica e a origem de familias multigénicas................
Estudos com a catalase na espécie Zea maysS........ccceeeeeeereerveenn.
ODJELIVO GEIaAl.....eiit et e e e e e e e e e e e e

ODbjetivos ESPECIfICOS ..ot e
MATERIAL E METODOS......cooi ittt ee et ee e ee e eea e se e e

Identificacdo e anotacdao manual das sequéncias dacatalase......
ANAalise fllogeN@LiCaA.....cccceeiiee e e e

Estrutura éxon-intron dos genes da catalase.......ccccceceveverrreenne.
Andlise das regi6es promotoras dos genes da catalase do
011 P

Andlise da expresséo in silico utilizando dados de RNA-Seq
PATA ZEA MAYS ..eeiieiice e et e eer e e et eaner e e se e es e n en e e e re anereeee e ee e e

ANAIISE ESTALISTICA. . iciit vt ettt et e e et
Identificacdo, andélise filogenética e classificagdo da
CALAIAS . . et et

Caracterizacdo estrutural dos membros génicos/proteinas da
catalase de ANQGIOSPEIMAS ....cccieeie e iee et et e et e et e
Expressdo in silico dos genes da catalase em Zea
TTVAY S wteteuten et et e e ee e eet et e e e en et et nre e e e et e e e e en en s eare e ee e et e e e e s

Expresséao in silico dos genes da catalase em plantas de milho
submetidas a estresse OSMOLICO.....cccorererrienireire s
Expresséao in silico dos genes da catalase em plantas de milho

em diferentes tecidos reprodutiVoS.......cciiiirieniinieieenese e

13
16

16
18
20
23
25
28
28
28
29
29
29
30

31

31

36

36

36

42

50

50



534

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

Expresséao in silico dos genes da catalase em plantas de milho
em diferentes teCIHOS ... uv e e e
DISCUSSAOD......oiiiieitiriire ettt ittt st as st as st
Distribuicéo das subfamilias da catalase em
ANGIOSPEIMAS ...uiitieie ettt et e e e ee e e e et et ee et e ee e eeee e e re e e s ean e en s
Catalase: sugestdo de uma nova classificacdo em
ANGIOSPEIMAS .. uiiiieie ettt et e e et e ee e e et et et et e ee e eeee e e te et enenen e e
Estrutura éxon-intron dos genes da catalase: um padréo
EVOIUTIVO ottt e e e ettt e e e et n e e en e e e
Historia evolutiva da Familia multigénica da catalase em
F o Yo o By o 1=T 0 ¢ 4 =P
Papel fisiologico dos membros génicos da
(o8- 1= | F= 1S = PP
(010 N oF I U 17X TS USSP
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt e e e
ANEXO A - DADOS DE TAXONOMIA, NUMERO DE GENES DA
CATALASE POR ESPECIE E DISTRIBUICAO DE CLADOS COM
BASE NA  FILOGENIA. ...t

53
55

55

59

62

65

67

72
73



13

1 INTRODUCAO

Os estresses ambientais tém contribuido grandemente para perdas na
agricultura nos dltimos anos, 0 que afeta negativamente a producdo de alimentos.
Dentre esses estresses podemos citar os estresses abidticos, como seca, temperatura
(alta e baixa) e salinidade, e os estresses bidticos, como o ataque de pragas e
patdgenos. Todavia, as plantas se adaptaram ao longo da evolugdo e como resultado
disso, usam estratégias de defesa para mitigar os efeitos danosos dessas situacoes
adversas (ZANDALINAS etal., 2017).

Sob uma situagéo de estresse, ocorre um desbalanco no metabolismo da planta,
havendo a formacdo e o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Neste
grupo, podemos destacar o peréxido de hidrogénio (H202), que é considerado uma
importante molécula sinalizadora, porém, quando em altas concentracdes pode
causar extensivo dano celular e inibicdo da fotossintese (ZANDALINAS et al., 2017;
TURKAN, 2017).

Dessa forma, em decorréncia da toxicidade das EROs, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa para lidar com essas moléculas e manter a
homeostase celular, os quais incluem mecanismos ndo-enzimticos e sistemas
enzimaticos. Os primeiros contam com a atuacdo de moléculas antioxidantes, tais
como glutationa e carotenoides. Ja os sistemas enzimaticos incluem enzimas como
superoxido dismutase (SOD), peroxirredoxinas (PRX), ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT), dentre outras (SHARMA et al., 2012; SEWELAN; KAZAN; SCHENK
et al., 2017).

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma enzima encontrada predominantemente nos
peroxissomos, catalisando uma reacdo de detoxificacdo do peroxido de hidrogénio,
onde 2 moléculas de H202 sofrem dismutagcdo em agua e O2 (MHAMDI et al., 2010).

Em plantas, a catalase ja tem sido alvo de varios estudos, com trabalhos voltados
para uma compreensao da sua funcéo fisiologica. Contudo, apesar do grande enfoque
dado a essa enzima, devido a ser altamente expressa e parte do sistema de defesa
antioxidante, pouco ainda se conhece acerca da funcéo fisiologica das diferentes
isoformas, sua distribuicdo subcelular, o0s mecanismos que regulam essa distribuicdo
e a verdadeira significancia, do ponto de vista funcional, dessas enzimas em plantas
(MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012).
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De uma forma geral, até 0 momento trés genes codificando para a catalase sao
encontrados nas plantas. Geralmente, esses genes sdo nomeados como catl, cat2 e
cat3. Essa nomenclatura € encontrada em milho e Arabidopsis thaliana. Contudo, em
outras espécies, tais como arroz e Nicotiana tabacum outra nomenclatura € usada,
ndo havendo correspondéncia entre as espécies, dificultando a interpretacdo dos
dados em trabalhos cientificos e demonstrando a necessidade de um sistema de
classificacdo para os genes da catalase baseado nas relacGes filogenéticas, de forma
a se homogeneizar a nhomenclatura e a partir disso, criar hipéteses testaveis acerca
da evolucao, distribuicdo e funcdo dessa enzima em plantas angiospermas.

Na espécie Zea mays, a famiia multigénica da catalase tem sido bastante
estudada no decorrer dos Ultimos anos. Nessa espécie, 3 genes da catalase (catl,
cat2 e cat3) codificam trés isoformas distintas (CAT1, CAT2 e CAT3). Essas trés
isoformas exibem especificidade temporal e espacial em sua expressdo e cada uma
responde de forma variavel a diferentes sinais ambientais.

O gene catl em milho tem sido expresso durante 0s estagios iniciais do
desenvolvimento da germinacdo da semente, endosperma leitoso (endosperma de
sementes de milho no estagio R3 com grande acumulo de amido) de sementes e no
polen apos a antese. Esse gene também responde a condicbes de estresse, como
salinidade, desidratagdo e elevadas temperaturas (SCANDALIOS; GUAN,;
POLIDOROS, 1997; GUAN; SCANDALIOS, 1998; SCANDALIOS; ACEVEDO;
RUZCA, 2000; MENEZES-BENAVENTE et al., 2004).

O gene cat2 pode ser encontrado na aleurona durante estagios mais tardios do
desenvolvimento da semente e responde diferencialmente a ABA (acido abscisico)
(SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997). Esse gene também €& expresso em
folhas apds exposicao a luz (POLIDOROS; SCANDALIOS, 1997).

O gene cat3 tem sido expresso no pericarpo durante o desenvolvimento do
owulo. A CAT3 é a isoenzima predominante em zimogramas do coledptilo e em raizes
(SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997). O gene cat3 ainda € regulado por ritmo
circadiano, e os transcritos sao induzidos em embrides de milho sob tratamento com
a toxina cercosporina purificada (WILLIAMSON; SCANDALIOS, 1992; POLIDOROS;
SCANDALIOS, 1997).

As catalases de milho j& vém sendo estudadas com enfoque filogenético, junto
com outras espécies, obtendo-se agrupamentos que nos permitem tirar informacdes

de forma a se explorar e gerar uma classificacdo com base nessa espécie (GUAN,;
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SCANDALIOS, 1996; FRUGOLI et al., 1996; KLOTZ; KLASSEN; LOEWEN, 1997;
BAGNOLI et al., 2004). Aliado a essa proposta de classificagdo, a inferéncia de uma
funcéo, relacionando as informacdes filogenéticas e de expressédo, nos permitiria

avancar numa compreensao mais detalhada acerca dessa familia multigénica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Impactos dos estresses ambientais na agricultura

As plantas sdo afetadas constantemente por fatores externos que causam
efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento vegetal. Esses fatores externos
incluem estresses biodticos, como infeccdo por patégenos e ataques de herbivoros e
estresses abioticos, como frio, deficiéncia nutricional, metais téxicos no solo,
intensidade luminosa, inundacéo, seca, salinidade e temperatura. Estes trés ultimos
sdo o0s principais causadores de perdas na agricultura, sendo agravados
pincipalmente pelas mudancas climaticas (ZHU, 2016; MEENA et al., 2017).

Segundo estimativa do International Panel for Climate Change (IPCC) havera um
aumento na temperatura de 5°C no final desde século, o0 que pode ocasionar um
aumento na frequéncia e severidade de eventos de climas extremos, afetando o
rendimento das culturas, os ganhos do produtor, os precos dos alimentos, o
fornecimento e a seguranga alimentar (HALFORD et al., 2014).

Além do mais, a agricultura representa uma fonte de extrema importancia para
alimentagdo mundial. Ademais, com o0 crescimento populacional, um maior
rendimento das culturas é necessario. Esse apelo por mais alimentos, por si s0, ja é
dificil de se conseguir em condi¢cdes agricolas 6timas, porém esse quadro se modifica
drasticamente quando se tem diferentes fatores a serem levados em consideracgao,
tais como aumento da area disponivel para cultivos, uso eficiente dos recursos
hidricos, mudancas climaticas, estresses abioticos e estresses bidticos (LANDI et al.,
2017).

Os estresses bidticos (ataques por pragas agricolas e patdgenos — fungos,
nematoides, bactérias e virus) afetam negativamente a seguranca alimentar e séo
responsaveis por aproximadamente 30% das perdas das lavouras, tanto pré, como
pos-colheita (ISLAM et al., 2018). Além disso, os métodos convencionais para controle
de patdégenos na agricultura fazem o uso de agrotdxicos. Se usado de forma
indiscriminada, que € a forma mais frequente de uso, pode trazer prejuizos a saude
humana, assim também como impactos negativos ao ambiente, tais como a
contaminacao de reservatérios de aguas, danos a fauna e a flora e o desenvolvimento
de resisténcia por parte das pragas e patdgenos (TOHIDFAR; KHOSRAVI, 2015).
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Ademais, nas culturas em campo, os efeitos de ataques dos patdégenos podem
ser agravados diretamente por estresses abioticos, tornando as plantas mais
suscetiveis a doencas. Aliado a tudo isso, as mudancas climaticas correntes
influenciam o habitat de muitas pragas agricolas — principalmente com o aumento da
temperatura - promovendo a propagacdo de patdgenos, acarretando prejuizos ao
produtor (ATKINSON; URWIN, 2012; SUZUKI; KATANO, 2018).

Estresses abidticos como a seca ja afetam 64% da area global terrestre, os
efeitos da inundacdo (anoxia) jA sdo percebidos em 13% da area terrestre, a
salinidade em 6%, a deficiéncia de minerais em 9% e o frio em 57%. Em torno de 3,6
bilhdes de hectares estéo afetados por problemas de eroséo, degradacao e salinidade
de solos, com um impacto em aproximadamente 50% da area total destinada a
plantios. Toda essa problematica custa em torno de 12 bilhdes de dolares para a
economia mundial (MEENA et al., 2017).

Mariani e Ferrante (2017) relatam perdas de cerca de 40% e 42%
aproximadamente (média global) na producdo de milho causada por seca e altas
temperaturas. Em culturas de trigo, esses valores chegam a 55% por agua e 48% por
estresse de temperatura. Esses autores destacam a forte limitacdo imposta pelos
estresses abiodticos sobre a produtividade de culturas comerciais, dentre elas o milho
e o trigo, tratadas acima.

Dessa forma, futuramente torna-se imperativo a producédo de plantas tolerantes
elou resistentes a estresses ambientais no intuito de aumentar a produtividade e a
sustentabilidade ambiental, pois plantas suscetiveis a estresses ambientais
consomem mais agua e fertilizantes, acarretando sobrecarga para o meio ambiente
(ZHU, 2016).

Quando as plantas sdo expostas a estresses ambientais desencadeiam
respostas, ativando mecanismos de defesa. Desse modo, a energia gerada pela
fotossintese na planta, ao invés de ser usada para a producdo de biomassa, sera
alocada para vias metabolicas destinadas a defesa. Essa energia conhecida como
“fitness cost” ndo contribui para a produtividade das culturas. Portanto, as plantas
desenvolveram um sistema de balanceamento dos recursos entre o que € destinado
para a produtividade e o que é determinado para a defesa, isso, a depender das
necessidades fisiologicas (MARIANI; FERRANTI, 2017).
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2.2 Respostas de plantas a estresses ambientais

As plantas frequentemente respondem a estimulos do ambiente através da sua
capacidade metabdlica intrinseca. Normalmente, a planta estd exposta a diversos
estresses que podem prejudicar 0 seu crescimento e desenvolvimento, sendo assim,
elas percebem o estresse e desencadeiam um arsenal de respostas, as quais podem
envolver a ativacdo de diversas vias de defesa (PANDEY et al., 2017).

O termo estresse é definido como sendo uma condigdo fisioldgica causada por
alguma adversidade ambiental que limita o crescimento, o sucesso reprodutivo, o
rendimento, a qualidade, dentre outras caracteristicas desejaveis aos seres humanos
(MHAMDI et al., 2010). O estresse vai ser qualquer fator ambiental que impeca que a
planta manifeste todo o seu potencial genético, influenciando de forma adversa na
producéo da cultura (TAIZ et al., 2017).

Estresses em plantas podem ser desencadeados por fontes bidticas ou
abioticas. Ambos compartilham a caracteristica de grande formacédo e acumulo, em
niveis elevados, de EROs. No estresse bidtico, as EROs sdo uma importante arma
gue pode ser produzida rapidamente em resposta a infeccdo, atuando através da
ativacao de linhas de defesa (reconhecimento dos patégenos via PAMPS, cascatas
de MAPK, abertura de canais de calcio, etc) e mediando respostas como moléculas
de sinalizacdo. Além do mais, EROs presentes no apoplasto geradas em plantas
submetidas a infeccdo sdo suficientemente citotoxicas para causar a morte do
patogeno (JWA; HWANG, 2017).

Assim como nos estresses bioticos, as EROs desempenham papéis cruciais em
resposta a estresses abioticos. Nessas condi¢cdes, ocorrem alteracdes na bioquimica
e na fisiologia da planta, incluindo acimulo de osmodlitos, reducdo da fotossintese,
fechamento estomatico e inducdo de genes responsivos a estresses. Em resposta a
seca e salinidade, por exemplo, ocorre a ativagao da via SOS (Salt Overly Sensitive),
via das MAPKSs, acido abscisico, transportadores de ions, fatores de transcri¢éo, etc.
(LANDI et al., 2017).

As vias de sinalizacdo em plantas responsaveis pela producdo de EROs na
célula, apesar de todo conhecimento ja produzido, ainda permanecem desconhecidas
em muitos aspectos. Sabe-se que hd um grande nimero de eventos subjacentes aos

mecanismos de sinalizagcdo com alto grau de interconectividade e que nem sempre
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resultam de uma mudanca da expressao de genes (SEWELAM; KAZAN; SCHENK,
2016).

De uma forma geral, as mudancas ambientais sdo sentidas pelas plantas através
da formacdo de EROs, com consequente mudanca na homeostase redox da célula.
Tais EROs incluem moléculas consideravelmente reativas como os radicais hidroxila
(OH"), o oxigénio superdxido (02" ") moléculas ndo-reativas como 0 oxigénio singleto
(102) e o peroxido de hidrogénio (H202), derivados do O2 molecular, durante a
respiracdo celular e a fotossintese (VIGHI et al, 2016). Elas sdo geradas como
consequéncia do metabolismo aerébico normal da célula, bem como através de
enzimas especfficas que participam de determinados processos nas células, como
NADPH-oxidases, peroxidases e superoéxido-dismutase (INUPAKUTIKA et al., 2016).

Em plantas, os principais sitios de producdo de EROs séo o cloroplasto (gerando
02" 7, H202, e 102, produzidos principalmente como subprodutos da fotossintese), a
mitocondria (O2" ~e H202, como subproduto da respiragéo) e peroxissomos (produz
sobretudo H202, como subproduto da fotorrespiracdo). Até certo tempo, as EROs
tinham sido sempre relacionadas a efeitos prejudiciais na célula, pois podem causar
danos celulares, como oxidacdo da membrana, através da peroxidacédo de lipideos,
também podem ocasionar a oxidacdo de proteinas, de acidos nucléicos, inibicao
enzimatica, levando a danos irreversiveis na célula, com subsequente morte celular
(INUPAKUTIKA etal., 2016; CHOUDHURY et al., 2017).

As papéis das EROs, ainda sdo amplamente discutidos, sendo que elas podem
atuar como sinalizadores para fungdes ligadas ao crescimento e desenvolvimento
celular, como também podem atuar como sinais que desencadeiem morte celular,
processo central pelo qual ocorre a renovacao celular e que também esta ligado a
respostas de defesa. Se as EROs irdo atuar como um sinal de “vida” ou de “morte”,
isso vai depender do contexto molecular e celular no qual elas acumulam (FOYER,;
RUBAN; NOCTOR, 2017).

Tem sido considerado que, se mantido em niveis basais, as EROs atuam como
mensageiros secundarios nas vias de transdugdo de sinais moleculares, incluindo a
regulacdo de vias metabdlicas, processos relacionados ao desenvolvimento,
aclimatacdo a estresses abioticos e defesa contra patdgenos. No entanto, para que
se mantenha o nivel de EROs em equilibrio para a execucdo 6tima de suas funcdes
€ necessario um ajuste fino das taxas de producao e degradacao (INUPAKUTIKA et
al., 2016).
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No decorrer da evolugéo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa para
lidar com os danos advindos das EROs. Esses incluem mecanismos nao-enzimaticos
e sistemas enzimaticos. Os primeiros contam com a atuacdo de moléculas
antioxidantes, tais como glutationa, acido ascorbico, carotenoides e a-tocoferol. J& os
sistemas enzimaticos incluem enzimas como superoxido dismutase (SOD),
peroxirredoxinas (PRX), enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH), ascorbato
peroxidase (APX), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato
redutase (DHAR), glutationa redutase e catalase (CAT) (SHARMA et al, 2012;
INUPAKUTIKA et al., 2016; SEWELAN; KAZAN; SCHENK, 2017).

2.3 Catalase em Plantas: origem, funcao e classificacao

A cerca de 3.8 bilhdes de anos atras, baixos niveis de oxigénio passaram a ser
emitidos para a atmosfera, através do surgimento de organismos fotossintetizantes. A
partir desse momento, os demais organismos que foram surgindo necessitavam do
desenvolvimento de mecanismos que pudessem sobreviver em um ambiente na
presenca de oxigénio e também que pudessem lidar com as EROs geradas por causa
das reagOes quimicas sofridas pela molécula de oxigénio (INUPAKUTIKA et al., 2016).

A partir de entdo, mecanismos foram surgindo para proteger oS organismos
contra os efeitos danosos de tais moléculas reativas, propiciando um ambiente
favoravel para o estabelecimento da vida na terra. Tais mecanismos incluem sistemas
enzimaticos como a enzima catalase, que segundo estudo realizado por Inupakutika
et al. (2016) foi encontrada em organismos que surgiram a cerca de 4.1-3.5 bilhdes
de anos atras. Isto vai de encontro com a estimativa de 3.8 bilhdes de anos, onde
acredita-se que houve o aparecimento das primeiras formas de vida fotossintetizantes.
Dessa forma, a catalase desde cedo desempenhou um papel notavel nas formas de
vida ancestrais dos organismos atuais.

Esta enzima é encontrada em praticamente todos 0S organismos Vivos
existentes, com variacbes apenas no numero de genes encontrados. A catalase se
apresenta diferente de outras enzimas antioxidantes pela habilidade de ndo requerer
um composto redutor para auxiliar na catélise da reacdo de dismutacdo. Ela efetua
uma reacao de detoxificacdo do perdoxido de hidrogénio gerado na célula por diversas
atividades celulares, apresentando uma alta taxa de turnover, com uma baixa

afinidade pelo H202 (se comparado a outras enzimas, como APX) e um valor de Kwm
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abaixo de 100 uM. Em condi¢des in vivo, essa enzima funciona bem abaixo da sua
capacidade, mas esta situacdo muda quando ocorre incrementos das concentragbes
de H202 para niveis mais elevados (MHAMDI et al., 2010).

A catalase (EC 1.11.1.6) é encontrada predominantemente nos peroxissomos.
Outras localizacbes subcelulares (cloroplastos, mitocéndrias e citosol) ainda sdo um
tema controverso, necessitando de mais estudos para confirmar essas informacgoes.
A funcéo da catalase na célula é a detoxificacdo do H202, efetuando uma reacéo tipica
em que 2 moléculas de H202 sofrem dismutagcdo em agua e O2, conforme reacdo
mostrada abaixo (SCANDALIOS et al., 1997; MHAMDI et al., 2010).

2 H202 - 02 + 2 HzO

Neste mecanismo de reacéo, o O2 advém de apenas uma molécula de peréxido
(a segunda a ser oxidada), enquanto o primeiro peroxido € catalisado para formar a
primeira molécula de agua, enquanto o0 oxigénio restante permanece ligado
duplamente ao ion de ferro e que sera utilizado, posteriormente, para a producdo da
segunda molécula de agua. No decorrer da reacdo, sao formados intermediarios de
ferro que estéo ligados a aminoacidos na estrutura da proteina que medeiam a ligacao
com o H202 e a depender do momento da reacéo estdo como Fe' ou FeV. O primeiro
H202 é oxidado a H20, gerando FeV, ligado duplamente ao oxigénio restante do H202
gue entrou (composto I). O préximo H202 se ligard ao composto |, havendo a formacéo
de Oz e da segunda molécula de H20 (ZAMOCKY; FURTMULLER; OBINGER, 2008;
MHAMDI et al., 2010). Esta reacao pode ser inibida através da ligacao da enzima com
o cianeto (ANJUM et al., 2016).

Este € um mecanismo tipico das catalases monofuncionais — homotetrameros
com um unico grupo heme por subunidade - encontradas na maior parte dos
organismos, desde procariontes, fungos animais e plantas. As outras duas familias
génicas incluem as catalases bifuncionais (catalases-peroxidases com grupo heme) e
as catalases associadas ao manganés, ausentes de grupo heme. Esta classificacéo
se baseia em caracteristicas bioquimicas e fisicas das enzimas (ZAMOCKY;
FURTMULLER; OBINGER, 2008; WANG et al., 2017).

Em plantas, a catalase ja tem sido alvo de varios estudos, com trabalhos
enfatizando a busca por uma compreenséo da fungéo fisiolégica dessa enzima e o0s
diferentes estimulos que contribuem para a expressdo génica, regulacdo poOs-

transcricional e atividade enzimatica. Porém, apesar do grande enfoque dado a essa
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enzima, devido a ser altamente expressa e parte do sistema de defesa antioxidante,
pouco ainda se conhece acerca da funcéo fisiologica das diferentes isoformas, sua
distribuicdo subcelular, os mecanismos que regulam essa distribuicdo e a verdadeira
significancia fisioldgica dessas enzimas em plantas (MHAMDI; NOCTOR; BAKER,
2012).

Em espécies de plantas angiospermas estudadas, a catalase é codificada por
uma pequena familia multigénica, variando de 3 genes em Arabidopsis thaliana
(FRUGOLI et al., 1996), milho (GUAN et al., 1991; REDINBAUGH; WADSWORTH,;
SCANDALIOS, 1988) e tabaco (HAVIR; BRISSON; ZELITCH, 1996) e 2 genes em
cevada (SKADSEN; SCHULZE-LEFERT; HERBST, 1995) e mamona (SUZUKI et al.,
1994). Além disso, 0s genes possuem elevada identidade entre si e entre genes de
outras espécies vegetais (FRUGOLI et al., 1998; LEE; AN, 2005; MHAMDI; NOCTOR;
BAKER, 2012), mostrando haver uma conservacao na familia multigénica.

A nomenclatura dos genes da catalase € inconsistente entre espécies. O sistema
mais usual, refere-se ao adotado para as espécies de milho e Arabidopsis, nomeados
como genes catl, cat2 e cat3. Um outro sistema usado se baseia nos genes da
catalase de Tabaco (WILLEKENS et al., 1994b). Neste sistema, 0s genes sao
integrados em classes, de acordo com os tecidos em que S4o mais expressos.

A classe | se refere a catalase que tem um papel primordial na metabolizacdo do
H202 durante a fotorrespiracdo em folhas. Na classe I, a funcdo da catalase parece
estar associada ao sistema vascular. Também relata-se ter funcdo para a protecao
contra estresses ambientais. A classe lll esta relacionada a flores e sementes. Esta
classe também assume papel na degradacdo de &cidos graxos em glioxissomos
(JOO; LEE; SONG, 2014). Um terceiro sistema de nomenclatura foi introduzido a partir
da anotagcdo de genes da catalase em arroz, usando-se das letras A, B e C, para 0s
trés genes (MORI et al., 1992; MORITA etal., 1994).

Esses sistemas de nomenclaturas usuais acabam tornando a integracdo de
dados de diferentes artigos cientificos uma tarefa de dificil execucéo, ja que ndo ha o
conhecimento de quais genes sdo ortdlogos entre si, ou seja, 0 gene catl em
Arabidopsis nao corresponde filogeneticamente ao mesmo gene catl em milho, assim
como no restante da familia multigénica. Sobretudo, como os genes da catalase
apresentam um perfil de expressdo espaco-temporal e sensivel as diferentes
condicbes ambientais, isso tudo dificulta na decisdo de inserir 0S genes na
nomenclatura definida por Willekens e colaboradores (1994b) (DU et al., 2008).
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Essas desconformidades a respeito da classificacao da catalase, somada a alta
identidade entre membros génicos, dificulta ou inviabiliza inferir a relagédo
evolutiva/funcional de ortolégos entre espécies. Ademais, ainda ha um
desconhecimento acerca da distribuicdo e diversificacdo dessa familia génica durante
a ewvolucdo de plantas angiospermas. Os poucos trabalhos que obtém arvores
filogenéticas utilizam poucas espécies na analise, ndo chegando a ter resultados
conclusivos nesse tema (GUAN; SCANDALIOS, 1996; FRUGOLI et al., 1996;
FRUGOLI etal., 1998).

Devido a catalase se mostrar uma proteina facil de se trabalhar, em decorréncia
da facilidade de execucdo dos ensaios e estar presente em praticamente todos o0s
organismos, existe uma ampla diversidade de trabalhos com esta enzima. Em biologia
molecular, esta enzima vem sendo bastante explorada com vistas a se determinar o
perfil de expressdo dos seus genes em resposta a diversos estresses (CHELIKANI;
FITA; LOEWEN, 2004).

Todavia, apesar da abundancia de dados publicados na literatura acerca da
expressdo da catalase frente a estresses, ainda é dificil se determinar um perfil claro
de expressdo. Ademais, informacdes filogenéticas relacionadas a expressdo dos
genes da catalase podem fornecer informacbes relevantes para um maior
entendimento da funcéo fisiologica da catalase de plantas. Dessa forma, € de grande
importancia o entendimento das relacdes filogenéticas entre os genes da catalase de
um grande nimero de espécies no intuito de se compreender como eles se distribuem
entre as ordens e familias, tentando associar a filogenia a informacdes de expressao

com espécie (s) em que ha vastos estudos de expressado génica.

2.4 Duplicagcdo génicae a origem de familias multigénicas

A duplicacdo é uma forma de mutacdo onde uma regido genémica é replicada e,
em alguns casos, ela pode ser introduzida em um local fisicamente separado. Este &
um processo fundamental para a diversificacdo e adaptacéo biolégica. Em plantas,
onde ha uma abundéancia de genes duplicados, estima-se que 0 processo de
duplicacéo completa do genoma (Whole-Genome Duplication — WGD) tenha ocorrido
a cerca de 200 milhdes de anos atras, durante a evolucdo das Angiospermas.

Ademais, como essas duplicacOes estdo presentes em abundancia nos genomas de
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plantas, isso as torna uma fonte potencial para estudo, propiciando um ambiente rico
para a descoberta de novas fungbes (PANCHY; LEHTI-SHIU; SHIU, 2016).

E o processo de duplicacdo de genes e o acUmulo de mutagdes em suas
respectivas copias, levando a divergéncia entre elas, que origina as familias
multigénicas. Essas duplicacdes podem ser originarias de eventos tais como: crossing
over, retrotransposicao, transposicao duplicada de DNA e poliploidizacédo (WGD). Por
conseguinte, a caracteristica marcante dos genomas de angiospermas € a presenca
de genes duplicados (MAGADUM et al., 2013). Somente na planta modelo A. thaliana
foi constato a ocorréncia de trés eventos de duplicacdo do genoma (referidos como a,
B ey) (GUO, etal, 2013; PANCHY; LEHTI-SHIU; SHIU, 2016).

No geral, na maioria dos genes de plantas anotados, constata-se a presenca de
uma segunda cépia. Normalmente, ndo é vantajoso para uma espécie possuir duas
copias de um mesmo gene, logo essa segunda copia apresenta redundancia funcional
em relacdo ao gene inicial (subfuncionalizacédo), entretanto, ela também pode ter
outros dois diferentes destinos. Uma das cépias pode se tornar um pseudogene, uma
cOpia de um gene ancestral funcional, sendo uma sequéncia ndo-codificante sem
funcdo. Além disso, uma das coépias pode continuar desempenhando a sua funcao
original, enquanto a outra acumula mutacdes e, portanto, pode passar a exercer uma
funcéo diferente (neofuncionalizagdo) (PANCHY; LEHTI-SHIU; SHIU, 2016).

Hoje, com a disponibilidade de genomas completos sequenciados, € possivel
estudar relagbes evolutivas entre genes de diferentes genomas, em um sistema de
genes homoélogos que inclui genes ortdlogos e paralogos. Os primeiros sdo genes
homologos, derivados de um mesmo ancestral que apés um evento de especiagédo
divergiram. J4 os paralogos, sdo genes homodlogos que sofreram duplicacdo, sendo
um evento restrito a uma linhagem evolutiva.

De modo geral, genes relacionados a regulacdo transcricional, transducédo de
sinais e resposta a estresses tendem a ter paralogos. Genes que codificam enzimas
gue atuam na protecdo da célula contra o estresse oxidativo, tais como os da catalase
sdo encontrados como paralogos em algumas espécies, dentre as quais podemos
citar: Populus tremula, Cucurbita Pepo e Raphanus sativus (KWON; LEE; AN, 2007).
Além disso, nas espécies de monocotileddneas Oryza sativa e Zea mays 0s trés genes
da catalase sao ortélogos entre si (GUAN; SCANDALIOS, 1996; HIGO; HIGO, 1996).
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2.5 Estudos com a catalase na espécie Zea mays

A catalase tem sido mais extensivamente estudada na espécie Zea mays, desde
a década de 90 por Scandalios e colaboradores. O milho possui 3 genes da catalase
(catl, cat2 e cat3) que codificam trés isoformas distintas (CAT1, CAT2 e CAT3)
(SCANDALIOS et al., 1997), sendo esse numero encontrado na maior parte das
espécies estudadas até o momento.

Como j& demonstrado por Scandalios, Acevedo e Ruzca (2000) a catalase no
milho é expressa temporal e espacialmente durante a germinacdo. As trés isoformas
exibem um perfil complexo de desenvolvimento através do ciclo de vida do milho, o
que dificulta o estudo e elucidacdo de um padréo de expressdo geral dessa familia
multigénica durante o desenvolvimento. Além de tudo, h& fortes evidéncias que esses
genes podem ser regulados pos-transcricionalmente (SCANDALIOS et al., 1997,
GUAN; SCANDALIOS, 1998).

O gene da CAT1 em milho tem sido expresso durante 0s estagios iniciais da
germinacdo da semente. Além do mais, esse gene tem sido o Unico encontrado até
agora em endosperma leitoso de sementes e no polen apds a antese. O gene catl
também é expresso na aleurona em estagios tardios de sementes e depois de 9 — 10
dias apos a polinizacdo (DAP) pode ser encontrado no escutelo. Além disso, o gene
catl, também pode ser encontrado em raizes de plantas de milho. O catl também
responde a condicdes de estresse, tais como salinidade, desidratacdo e altas
temperaturas. Ademais, prévios trabalhos tém destacado que esse gene € modulado
por ABA (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; GUAN; SCANDALIOS, 1998;
SCANDALIOS; ACEVEDO; RUZCA, 2000; MENEZES-BENAVENTE et al., 2004).

O gene cat2 pode ser encontrado na aleurona durante estagios mais tardios do
desenvolvimento da semente. No escutelo em 10 DAP, a enzima CAT2 é a Unica
presente. Assim como o catl, o cat2 responde diferencialmente a ABA e igualmente
ao primeiro, essa resposta depende também do estdgio de desenvolvimento
(SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997). Esse gene também € expresso em
folhas apds exposicdo a luz (POLIDOROS; SCANDALIOS, 1997). Ademais, Guan e
Scanadalios (1995) demonstraram que o0 cat2 responde positivamente a uma ampla
variedade de doses de &cido salicilico em estagios embrionarios.

O gene cat3 é detectado no pericarpo (tecido materno) durante o

desenvolvimento do Owvulo e durante os estagios iniciais do desenvolvimento da
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semente, decaindo logo em seguida. A CAT3 € a isoenzima predominante em
zimogramas do coledptilo e em raizes. O gene cat3 também é o Unico expresso no
caule (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997). Além disso, esse gene €
transcricionalmente regulado pelo ritmo circadiano, tendo sua méaxima expressao no
final do fotoperiodo, aproximadamente 10 horas de exposicéo a luz, com o minimo de
transcritos acumulados tardiamente no final do periodo da noite (POLIDOROS;
SCANDALIOS, 1997). Os transcritos de cat3 também sdo induzidos em embrifes de
milho sob tratamento com a toxina cercosporina purificada, havendo aumento da
expressdo, sendo dose-dependente (WILLIAMSON; SCANDALIOS, 1992).

As comparacdes realizadas entre os genes da catalase do milho mostram que
as proteinas deduzidas sdo mais similares a catalases de outras espécies do que
entre elas, ndo havendo elevada conservacao na sequéncia proteica. Em uma analise
filogenética feita por Guan e Scandalios (1996) usando 16 espécies, as catalases de
plantas podem ser divididas em trés grupos. O primeiro grupo inclui ambas catalases
de eudicotiledéneas e monocotiledéneas (milho, cevada, algodao, N. plumbaginifolia,
arroz e soja), o segundo grupo contendo apenas N. plumbaginifolia e tomate, e 0
terceiro grupo inclui catalases especificas de monocotiledéneas, compreendendo
CAT3 do milho, CAT2 em cevada e CAT-A de arroz, suportado por um valor de
bootstrap de 100%.

Entretanto, em decorréncia do nimero limitado de espécies usadas no estudo,
ndo se pode conhecer com profundidade como ocorreu a distribuicdo e diversificagcéo
dessa familia génica durante a evolugcdo de plantas angiospermas. Ademais, como as
atuais classificacées ndo podem ser aplicadas a todos os genes da catalase, em
decorréncia principalmente da escassa quantidade de informacgdes de expressao para
a maioria das espécies (dificultando a insercdo na classificacdo proposta por
Willekens e colaboradores (1994b), sendo a mais generalista), se faz necessario a
analise em um grande numero de espécies, abrangendo monocotiledéneas e
eudicotiledéneas, de forma a se sugerir uma classificacdo mais abrangente e
adequada para essa familia multigénica. Logo, isso ajudaria na compreensao dos
trabalhos jA existentes com a catalase, interligando os dados de forma a se ter
resultados mais conclusivos.

Aliado a essa proposta de classificacdo, a andlise de expressao in silico com
uma espécie que ja tem sido alvo de estudos mais gerais com a catalase, nos permite

avancar para se realizar uma conclusdo com uma base de dados mais consistente.
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Aléem do mais, diferente de espécies modelo como Arabidopsis, o0 milho possui
caracteristicas de interesse econémico de relevancia, como alto consumo de graos
em determinadas populacdes, uso com fins alimenticios para animais e producao de
etanol (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014).

Desse modo, a disponibilidade do genoma do milho e outras pesquisas genéticas
(marcadores moleculares, mapas genéticos e dados transcriptbmicos, etc) nos
permite focar em estudos funcionais de genes com o objetivo final de gerar
conhecimento Util, o qual pode ser aplicado para obtencdo de caracteristicas de
relevancia econdmica, ja que a catalase € uma enzima que responde a estresses

ambientais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a distribuicdo filogenética dos genes da catalase em angiospermas e a
funcionalidade (expressao in silico) em milho (Zea mays) em diferentes tecidos e

condicbes de estresse.

3.2 Objetivos Especificos

- Anotar manualmente os genes da familia mutigénica da catalase em genomas de
angiospermas disponiveis;

- Mostrar a distribui¢ao filogenética da catalase;

- Sugerir um sistema de classificagdo para a catalase em plantas angiospermas
baseado em analise filogenética e estrutura dos genes;

- Realizar analise de expressao génica, in silico, utilizando bioprojetos de RNA-Seq

para a espécie Zea mays em diferentes tecidos e condigdes de estresse.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Identificagdo e anotagdo manual das sequéncias da catalase

As sequéncias das catalases foram identificadas através da ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), realizando-se buscas nos seguintes bancos de dados do
NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/): Nucleotide Collection (NR), Reference mRNA
Sequences (REFSEQ_RNA), Reference Genomic Sequences (REFSEQ_GENOMIC),
Expressed Sequence Tags (EST), Sequence Read Archive (SRA), Whole-Genomes
Shotgun Reads (WGS), Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) e Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).  Inicialmente, os genes  foram
identificados e selecionados de cada genoma utilizando uma sequéncia de proteina
da catalase da A. thaliana como referéncia, através do tBLASTn.

Apos selecionados, os genes foram manualmente anotados (determinagao da
posicdo da 5’-UTR, cddon de iniciagdo, éxons, cédon de parada e 3’-UTR) utilizando
como referéncia sequéncias de cDNAs da catalase depositados no refseq_rna (NCBI)
com o auxiio da ferramenta BLASTn. Apés a deducdo dos cDNAs, estes foram
traduzidos em  sequéncias de aminoacidos usando o] ExPASy
(https://web.expasy.org/translate/). As proteinas deduzidas foram validadas a partir de
sequéncias de catalase disponiveis no GenBank usando a ferramenta BLASTp.

As sequéncias de cDNA parciais encontradas foram complementadas através de
montagens em contigs através do CAP3 (HUANG; MADAN, 1999), usando dados
transcriptomicos disponiveis no SRA (Sequence Read Archive) e/lou do banco de
ESTs. Feito isso, as mesmas foram validadas atravées do BLASTx. A estratégia de

anotacdo empregada foi a mesma proposta por Costa et al., (2014).

4.2 Andlise filogenética

Em vista da elevada conservagdo entre os aminoacidos observada entre
sequéncias de proteina da catalase da mesma ou de diferentes espécies, a analise
filogenética foi conduzida a partir das sequéncias de cDNA, tendo em vista o menor
grau de identidade entre essas sequéncias, o que permite obter resultados mais

robustos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
https://web.expasy.org/translate/
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Na construgcdo da arvore, as sequéncias de cDNA das algas Chlamydomonas
reinhardtii (Chlamydomonadales) e Volvox carteri (Volvocales) foram utilizadas como
grupo externo. O alinhamento entre as sequéncias de cDNA das catalases foi
realizado atravées do programa MEGA7 (TAMURA et al., 2001) usando como
ferramenta de alinhamento o Muscle, através do método de agrupamento UPGMA.
(EDGAR, 2004). As arvores foram construidas por meio do software MrBayes 3.2.2
(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), utilizando para a procura das topologias o
método de Monte Carlo via Cadeia de Marcov (MCMC). A partir da utilizagcdo da
metodologia Bayesiana, os valores de confianga sdo dados em probabilidade
posterior, numeros entre 0 e 1. O valor de probabilidade posterior de um clado
representa uma inferéncia a respeito da probabilidade daquele clado representar uma
histéria evolutiva que mais se aproxima da histéria real. Valores mais proximos a 1
sao os mais relevantes (BRAUN; JUNQUEIRA; VERLI, 2014).

O modelo de substituicdo nucleotidica foi escolhido e usado como informacao a
priori para a construcdo das arvores filogenéticas. A escolha foi baseada na
metodologia de maxima verossimilhanca, seguida do critério minimo de informacédo
tedrica (Minimum Theorectical Information Criterion - AIC) implementado pelo software
MrModeltest 2.3. O melhor modelo de evolugdo escolhido para as sequéncias de
cDNAs das catalases foi o GTR+H+G (TAVARE, 1986). Foi usado na analise 1 milhéo
de geracdes, sendo feito um descarte de 25% como burnin. As demais topologias
foram utilizadas para obter a arvore consenso de acordo com as topologias de maior
probabilidade posterior atraves da metodologia Bayesiana. Todos 0s passos
necessarios para a realizacdo da analise Bayesina foram realizadas através do
servidor online CIPRES Science Gateway V. 3.3 (https://www.phylo.org/). Por fim, as
arvores filogenéticas foram visualizadas e editadas no software FigTree
(http:/tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.3 Estrutura éxon-intron dos genes da catalase

A disposicao dos éxons e introns de todos 0s genes das catalases das espécies
angiospermas anotados foi realizada com o uso da ferramenta online Gene Structure
Display Server (GSDS 2.0) (HU et al., 2015). Esta configuracdo é obtida através do
alinhamento do cDNA com a sua respectiva sequéncia génica. Conforme a

classificacdo, os genes que codificam cada um dos membros da familia multigénica


https://www.phylo.org/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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da catalase foram dispostos e separadas em grupo de acordo com a isoforma que
codificam (CAT1, CAT2, CAT3 ou CAT4) para a identificacdo do niumero de éxons e
introns de cada membro. Além disso, buscou-se verificar as mudancas ocorridas
nessa disposi¢cao no intuito de se conhecer o padrao obtido por perda ou ganho de

éexons e/ou introns durante a evolucdo dessa familia multigénica.

4.4 Analise das regides promotoras dos genes da catalase do milho

A presenca de possiveis elementos cis regulatérios responsivos a estresse
[ABRE (ACGTG), MYB (CTAACCA/CNGTTR/WAACCA/TAACTG), WRKY (TGAC),
MYC (CANNTG)], na regido upstream de 1000 pares de base do cédon de inicio da
traducao foi analisada por meio de dados disponiveis nos seguintes servidores: New
Place (https://integbio.jp/dbcatalog/en/record/nbdc00168) (HIGO et al, 1999),
PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html) (LESCOT et
al.,, 2002) e AtPAN (http://atpan.itps.ncku.edu.tw/) (CHEN et al., 2012).

A busca por elementos cis se concentrou nas familias citadas acima,
amplamente conhecidas por respostas a estresses, contudo demais elementos
encontrados em grande quantidade (famiias GATABOX, IBOX e DOF) e outros
familias de elementos cis, também responsivas a estresses porém, menos conhecidas
(PREATPRODH, LTRECOREATCORL15, DRECRTCOREAT, CBFHYV,
SBOXATRBCS, GT1GMSCAM4, ACGTATERD1, GCCCORE,
SEBFCONSSTPR10A, LTRECOREATCOR15, ACGTATERD1) também foram

consideradas durante a analise.

4.5 Anédlise da expressao in silico utilizando dados de RNA-Seq para Zea

mays

No intuito de avancar na compreensao da fungcdo de cada membro, a expressao
génica foi avaliada através de dados de RNA-seq disponiveis no GenBank de
diferentes condicbes de desenvolvimento e estresse, usando a espécie Zea mays
como modelo de estudo. As condi¢gdes experimentais de cada bioprojeto explorado
estdo detalhadas na tabela 1.

Para as analises de expressao in silico, foram selecionados experimentos

depositados no banco de dados SRA (Sequence Read Archive)do GenBank. No geral,


https://integbio.jp/dbcatalog/en/record/nbdc00168
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html
http://atpan.itps.ncku.edu.tw/
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foram selecionados experimentos de transcriptdmica com ftriplicatas biolégicas da
especie Zea mays em desenvolvimento e em condi¢cdes de estresse abidtico e bidtico.
Os arquivos com os dados dos experimentos foram baixados diretamente do SRA
(https:/Aww.ncbi.nim.nih.gov/sra). Em seguida, esses dados (bibliotecas de cDNA)
foram submetidos a diversos softwares computacionais aplicados em analise de
dados de RNA-Seq.

Inicialmente, as bibliotecas de cDNA foram analisadas quanto a qualidade das
reads. Essa etapa foi realizada através do programa FastQC v.0.11.7, que verifica a
qualidade das reads (ANDREWS, 2010). Em seguida, a ferramenta Trimmomatic
v.0.36 (http:/mww.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (BOLGER et al., 2014) foi
aplicada, quando necessario, com o intuito de se remover as sequéncias dos
adaptadores utilizados na construcdo da biblioteca de cDNA, assim como também
visando a remocéao das reads de qualidade inferior, com um indice de qualidade Phred
(Q) < 20, e das reads de tamanho muito reduzido (< 50 pb a depender do tamanho da
read).

Apos a avaliacdo da qualidade das reads, aquelas que apresentaram qualidade
alta/média foram usados para a etapa de mapeamento com o0s genes de
interesse, utilizando os parametros padrdoes das ferramentas TopHat v. 2.1.1 (KIM et
al., 2013) e Bowtie v. 2.2.9 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). Para se obter a
contagem bruta do nimero de reads que mapearam contra 0s genes de interesse foi
empregada a ferramenta HTSeq V. 0.9.1
(https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/) (ANDERS et al., 2015) utilizando-se
como base a anotagéo de referéncia (GTF).

Os valores de contagem bruta dos genes foram normalizados de acordo com o
tamanho da biblioteca utilizando o método de normalizagdo contagem por milhdo
(CPM) presente na cpm function do pacote edgeR (ROBINSON et al., 2010). Apenas
transcritos com CPM = 2 em pelo menos trés das bibliotecas foram selecionados para
andlise de expressao.

Para verificagdo do comportamento das replicatas, foi conduzida uma andlise de
componentes principais (ACP) baseado no arquivo de contagem apos normalizacéo
e filtragem. Para os dados de expressao em tecidos e/ou em desenvolvimento, foi
usado o método de normalizacdo a partir da funcéo counts, a qual normaliza os dados

a partir dos size factors, conforme descrito por Anders e Huber (2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/
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A ACP, a normalizacdo e os genes diferencialmente expressos (GDEs) foram
determinados através do programa R studio v. 3.4.1 (RCORE TEAM), utilizando o
pacote DESeq2 V. 1.30.0
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeqg2.html) (LOVE; HUBER,
ANDERS, 2014). Foram considerados como diferencialmente expressos apenas 0s
genes que apresentaram valor de p (p value) ajustado < 0,05 (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995) e [log2 fold-change| (= 1).


http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html

Tabela 1 - Experimentos de RNA-Seq utilizados para se obter o perfil de expressdo dos genes catl, cat2 e cat3 em Zea mays.
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Detalhamento experimental

Replicatas

Referéncia

Agessq do Cultivar Tecido (s)
Bioprojeto
PRJNA291919 B73 Raiz primaria
Yayu889
PRJINA436207  (tolerante a Folhas
doencga)

Fonte: elaborado pela autora.

Estagio da Tratamentos
planta
V4 Controle e
estresse
osmotico
R3/R4 Controle e
infectado

Mudas com um comprimento de raiz
primaria de 2 a 4 cm foram transferidas
para rolos de papel embebidos em
solugdes de polietilenoglicol (PEGS8000)
com um potencial de agua de 0,8 MPa para
déficit hidrico, sendo o controle feito com
agua destilada. Apos 6 h de incubacdo em
solucéo aerada de PEG ou agua destilada,
as raizes primarias foram dissecadas em
guatro tecidos distintos. Primeiramente, os
2 mm apicais da raiz foram coletados,
contendo capuz de raiz e zona
meristemética. Segundo, a zona proximal
adjacente a ponta da raiz até a parte da
raiz onde os pélos radiculares se tornaram
visiveis foi amostrada, o que corresponde
a zona de alongamento. Finalmente, a
zona de diferenciacdo distal, da zona de
raiz do cabelo ao coleorriza, foi
mecanicamente separada em cortex e
estela.

As plantas foram infectadas com o fungo
Cercospora zeae-maydis, compreendendo
os estagios 1, 2 e 3, correspondentes a 89,
91 e 93 dias apds o plantio.

Trés

Trés
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Acesso do Cultivar

Bioprojeto

Tecido (s) Estéagio da

planta

Tratamentos

Detalhamento experimental

Replicatas

Referéncia

PRJINAB0075 B73

PRJINA217053 B73

Owlos, saco V3-R1
embrionério e

pélen

Varios V8

Plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo (16 dias). Em seguida oOwlos
maduros e sacos embrionérios foram
isolados de estilo-estigmas de aprox. 10
cm. Os Owlos foram removidos com pinga
e colocados em placas de Petri para
digestdo da parede celular. Os sacos
embrionarios foram removidos dos Owlos
usando agulhas de dissecacdo e
colocados em microtubos com solugéo
tampdo. Em seguida, as amostras foram
submetidas a refrigeracdo com nitrogénio
liquido e apds isso, foi realizada a extragéo
do RNA.

Diversos tecidos foram coletados de
plantas em estagio V8, crescidas em casa
de vegetacéo.

Trés

Trés

Walley et al.
(2016)

Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 Analise estatistica

A andlise dos dados de expressao obtidos a partir dos experimentos de RNA-
Seq foi realizada usando o software GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram
expressos como a meédia +/- desvio padrdo das trés replicatas biologicas. As
diferencas nas variaveis foram analisadas por one-way ANOVA, seguido pelo teste de

Bonferroni. As diferencas foram consideradas significante em p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo, analise filogenética e classificacdo da catalase

Dentre os genomas de angiospermas disponiveis nos bancos de dados do NCBI
(https:/AMww.ncbi.nlm.nih.gov/) e Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/ipz/portal.ntml), foram selecionados e anotados genes
da catalase em 110 genomas, compreendendo 26 ordens, as quais englobaram tanto
monocotiledéneas, quanto eudicotiledéneas. No total, 288 sequéncias génicas foram
identificadas, com o nimero de genes variando entre as espécies de um a sete genes.

De maneira geral, nas ordens de monocotiledéneas foi encontrado um numero
menor de genes, com trés genes sendo 0 numero mais prevalente. Nas
eudicotileddneas, esse nimero também se manteve, contudo, uma maior variacdo
entre ordens foi encontrada (Figura 1).

De forma genérica, nas sequéncias proteicas deduzidas a partir dos cDNAs
anotados, foi encontrada uma elevada identidade, tanto entre sequéncias de uma
mesma espécie, quanto entre sequéncias de espécies diferentes (entre 70% a 99%).
Também se constatou uma conservacdo no tamanho da sequéncia de 492
amino&cidos, havendo poucas variagbes, sendo estas encontradas em algumas
espécies da ordem Poales, como em Ocimum tenuiflorum, Zea mays, Panicum hallii,
Dichauthelium oligosanthes, Setaria italica, Sorghum bicolor, Saccharum hybrid
cultivar, Triticum urartu e Aegilops tauschii. Em algumas dessas espécies o

comprimento das sequéncias variou de 492 a 496 aminoécidos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

Figura 1 - Distribuicdo dos genes das subfamilias da catalase em angiospermas. A filogenia
de angiospermas apresentada esta de acordo com as normas estabelecidas pelo

Angiosperm Phylogeny Group (APG IV, 2016).

Angiospernmas QOrdens Subfamilias da catalase
Angiospermas basais Amborellales CAT1al. CAT1a2
Zingiberales CAT3a, CAT3b, (SIS,
CATHb
Monocotileddneas Poales CATZ, CAT3, EENEA
CAT1a2
Arecales CATS3, [, SES,
CAT1al. CAT1a2
Asparagales CATS (NS ORI
Dioscoreales CAT3, B
Alismatales -
Eudicotileddneas basais Proteales CAT1al1. CAT1a2
Cucurbitales DS BEEE. CAT1a,
CAT1al. CAT1a2
Fagales CAT4a CAT4b1 CAT4b2,
CAT4b. CAT4c
Rosales CAT4a CAT4a1 CAT4a2.
CAT1. CAT1b. INE
Eudicotileddneas Rosideas Fabales CAT4a. CATAY CAT4al
CAT4a2 CAT4b1 CAT4b2.
CAT1
Oxalidales CAT4
Malpighiales CAT1. DEIEEN SEas
CAT4b1. CAT4b2
Malvales CAT4. CAT4a1 CAT4a2,
CAT! DEE. =
Brassicales CAT1. DN SEas
-I -! -!
CAT1b2 CAT1c.
Sapindales CATda CAT4D
Myrtales CAT4a. CAT4b. CAT4d
Vitales CATI.pmEE
Caryophyliales CAT1a, CAT1b. CAT1b1,
CAT1b2 CAT1
Ericales CAT1. DS EraEn
[BENEER CAT1a1, CAT1a2
Asterideas Gentianales CAT1, SN s
CAT4
Lamiales i s r
Solanales CAT1, CAT1a1. CAT1aZ,
CAT4. CAT4d CAT4b.
CAT4al. CAT4a2
Asterales CAT4a. CAT4b. CAT4C,
CAT4a1. CAT4a2. CAT4b1,
CAT4b2
Apiales CAT4a1. CAT4a2. CAT4.
CAT4b1. CAT4b2

Fonte: dados da pesquisa
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A partir da arvore filogenética construida com base na metodologia Bayesiana,
usando o método de agrupamento UPGMA, observa-se a necessidade de se propor
uma nova classificacdo. Isso se da devido, principalmente a classificacdes anteriores
propostas para tabaco, arroz e Arabidopsis ndo poderem ser estendidas para as
demais espécies, pois a disposicdo dos genes dessas espécies nao permite uma
nomeacao com base na filogenia, ja que as classificacbes baseadas na filogenia dos
genes sdo uma das classificacdes que mais fornecem informacdes relevantes.

A partir dessa analise, quatro subfamilias de catalase em angiospermas foram
nomeadas de acordo com as sequéncias de catalase de Zea mays. Para deixar a
nomenclatura mais clara e objetiva algumas sequéncias tiveram a sua nomenclatura
modificada, contudo como poucas sequéncias eram nomeadas no NCBI essas
alteracbes foram minimas. Além disso, para as espécies mais estudadas a
nomenclatura proposta é disposta juntamente com a nomenclatura anteriormente
definida (Figura 2).

Figura 2 - Classificagdo proposta para espécies com classificagdo previamente definida no NCBI e/ou
na literatura.

Espécie Classificac@o (NCBl/artigo) Referéncia ClassificacBo proposta
Hordeum Skadsen, Schulze-lefert e
vulgare CAT1 CAT2 Herbst (1995) CAT2 CAT1
Musa acuminata | MaCAT2 Figueroa-Yafiez et al. CAT3a
(2012)
Oryzasativa | CATA | caTB | carc | Moriet alél19199293 Moritaet | oty CAT1 CAT?2
Saccharum CAT1 | caT Suetal (2014) CAT3 CAT1
hybrid cultivar
Zostera marina | ZMCAT1 Zang et al. (2018) ZmCAT1
Arabisopsis CAT1 | cAT2 | CAT3 Frugoli et al. (1996) CAT1c CAT1a CAT1b
thaliana
Capsicum
P CAT2 CATH CAT3 Lee et al. (2005) CAT4a CAT4b CAT1
Micotiana Havir, Brisson e Zelitch
tabacum CAT3 CAT1 (1996) CAT4a CAT1 CAT4b
Prunus persica CAT3 CAT1 CAT?2 Bagnoli et al. (2004) CAT4a1 CAT4a2
Ricinus
communis CAT1 CAT2 CAT1 SUZUKI et al. (1994) CAT4a CAT4b CAT1
Solanum )
Iycopersicum CAT3 CAT1 CAT2 Kabir e Wang (2011) CAT4a CAT4b CAT1

Fonte: dados da pesquisa

Inicialmente, o primeiro clado, que denota maior proximidade com o grupo
externo, integra a subfamilia CAT2, conforme indicado na arvore filogenética em

verde. Esta subfamilia € encontrada apenas em monocotileddéneas e é exclusiva de
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espécies da ordem Poales. Tal clado € suportado por um valor de probabilidade
posterior de 1. Este clado agrupa somente 4% das sequéncias do total de genes
identificados. O segundo clado integra a subfamilia CAT3 (em amarelo na arvore), tal
familia génica é encontrada apenas em monocotiledéneas (Figura 3). Esse clado
agrupa todas as ordens de monocotiledéneas analisadas nesse trabalho, sendo elas
Poales, Zingiberales, Dioscoreales, Asparagales, Arecales e Alismatales, possui 8%
das sequéncias do total de genes identificados e € suportado por um valor de
probabilidade posterior de 1. O terceiro clado agrupa a subfamiia da CAT1 (em
vermelho na arvore). Essa subfamilia é compartilhada por ambas as classes
(monocotiledéneas e eudicotiledoneas) e se trata de um clado amplo, pois,
aproximadamente 39% das sequéncias do total analisado comp&em esse clado.

Por dltimo, a subfamilia CAT4 (em azul na arvore), compondo o subclado quatro,
apresenta uma notavel proximidade com o clado 3 (subfamilia da CAT1), no entanto,
€ composto somente por espécies de eudicotiledéneas (Figura 3). Aproximadamente
49% das sequéncias do total, compdem esse clado, suportado por um valor de
probabilidade posterior relativamente baixo de 0,5, 0 que sugere uma relacéo
ambigua. Todas as informacdes referentes ao nimero de genes de cada espécie e
sua classificacdo, assim como os acrbnimos usados para nomeacdo na arvore
filogenética e na estrutura éxon-intron estdo dispostas no ANEXO A.

No que concerne as relacbes filogenéticas entre os grupos na arvore, as
monocotiledéneas apresentam as sequéncias da catalase (cDNA) com uma
divergéncia de identidade entre os membros génicos de uma mesma espécie, Como
€ 0 caso da espécie Zea mays. Poucas duplicacbes recentes estdo presentes nas
espécies de monocotiledéneas estudadas aqui, com excecdes as Zingiberales, onde
foi constatado duplicacbes da CAT1 e da CAT3, as quais foram nomeadas como
CAT1la/CAT1lb e CAT3a/CAT3b, respectivamente. Contudo, algumas ordens de
eudicotileddéneas ainda compartilham a CAT1, que € o caso das ordens Brassicales,
Solanales, Caryophyllales, Arecales, Dioscoreales, Asparagales, Proteales,
Amborellales, Malpighiales, Malvales, Vitales, Gentianales e Ericales. Dessa forma,
constata-se que o surgimento da CAT1 ocorreu antes do grande evento de separacéo
de monocotiledoneas e eudicotiledéneas. Em todas as demais eudicotiledbneas
analisadas observou-se uma maior predominancia da CAT4.

Em decorréncia do padrdao gerado a partir da reconstrucao filogenética,

selecionou-se o milho como espécie-chave para se estudar a expressao da catalase,
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tanto por as trés subfamilias estarem presentes na espécie, quanto pela existéncia de
uma ampla base de dados transcriptdmicos. Além disso, o milho possui uma literatura
relativamente ampla com a catalase e aliado a isso, essa espécie possui grande
importancia econdmica, sendo que os estudos de expressdo com a catalase podem
ser Uteis para futuros trabalhos objetivando o desenvolvimento de marcadores
associados a estresses.



Figura 3 - Anvore filogenética com as sequéncias de cDNAs da catalase, obtidos a partir da anotagio em

angiospermas.

u

Figura 3: dados da pesquisa.

110 genomas de plantas
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5.2 Caracterizacédo estrutural dos membros génicos/proteinas da catalase de

Angiospermas

A estrutura de éxons e introns foi determinada e comparada entre 0s genes da
catalase de diferentes espécies com a mesma classificacdo. No geral o que se
observa € um padréo de variacdo no nimero de introns, fazendo com que os membros
génicos tivessem entre 3 e 10 éxons. Como, no geral, as catalases anotadas
apresentaram um tamanho com poucas variacées no nimero de aminoacidos, a ORF
(Open Reading Frame) de praticamente todos os genes teve um tamanho de 1479 pb.
De alguns genes néo foi possivel predizer a estrutura, pois estes foram obtidos através
de montagem do cDNA completo atraves de bancos de transcriptbmica, ndo sendo
feita a anotacao.

No gene da CAT2 (clado 1), especifico de espécies de monocotiledéneas, sendo
encontrado em espécies da ordem Poales, observou-se uma variacdo do niumero de
trés a seis éxons. No total, 50% das sequéncias apresentaram seis €xons em sua
estrutura e 40% apresentaram cinco éxons (o milho pertence a este grupo), como um
resultado da delecdo do intron 3, exceto em Zea mays em que o intron deletado foi o
de ndmero 2. Interessantemente, nesse grupo, cat2 de Dactylis glomerata exibiu um
padrdo incomum, com apenas trés éxons devido a delecéo dos introns 2, 3 e 4. Com
relacdo a proteina, apenas o gene Zmcat2 apresentou variagdo no tamanho, com 493
amino&cidos, com um residuo adicional de glutamato na posi¢ao 282. A estrutura com
0S éxons e introns dos genes cat2 esta representada na figura 4.

Figura 4 - Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia CAT2. Os éxons sé&o
representados por caixas pretas e os introns por linhas finas.
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Fonte: elaborada pela autora.

No gene da CAT3 (clado 2), também especifico de monocotiledéneas, notou-se

uma variagado ainda maior na estrutura de éxons e introns. Nesse gene, observa-se



43

uma variacao de trés a dez éxons. No geral, 40% das sequéncias possuem trés éxons
(o milho pertence a este grupo) e 36% possuem 8 éxons. Os 24% restantes possuem
de quatro a nove éxons. Neste gene ja se observa um padrdo bem mais diversificado
de distribuicdo de éxons/introns, além do tamanho da sequéncia da proteina ser
acompanhado por variacdes no nimero de aminoacidos. Essas variagdes ocorrem na
posicdo 406 e 410 da sequéncia, com dele¢bes e insercbes de aminoacidos, sendo

caracterizada como uma regido muito variavel (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia CAT3.
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Fonte: elaborado pela autora.

No gene catl (clado 3), compartilhado por monocotileddéneas e eudicotiledéneas
também se observa variagdo no numero de éxons/introns. Nesse gene, percebe-se
uma variacdo de quatro a nove éxons. Entretanto, observa-se um padrdo comum de
oito éxons, sendo que 80% das sequéncias possuem esse numero de éxons, (o0 milho
pertence a este grupo) 9% possuem sete e 0s 11% restantes variam de nove a quatro
éexons. Pouca variagcdo € encontrada no tamanho da sequéncia proteica. Apenas
Zlcatlal e BOCATla2 possuem variagdo, sendo 494 e 491 aminoacidos,
respectivamente. Neste Ultimo gene constatou-se a presenca de um codon de parada
bem no centro da sequéncia, o0 que levanta o questionamento de que possa se tratar

de um pseudogene. A estrutura éxon-intron esta representada na figura 6.
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Por ultimo, o gene cat4 possui uma estrutura pouco variavel. No geral, 80% das

sequéncias possuem 8 éxons, com 0s 20% restantes variando de nove a seis éxons.

Poucos polimorfismos séo encontrados quanto ao tamanho da proteina.

Figura 6 - Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia CAT1.
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Fonte: elaborado pela autora.

Analisando a estrutura dos genes que compdem ambas as subfamilias da

catalase, percebe-se que os eventos de delecdo de introns foram preponderantes no

processo evolutivo desses genes. Como 0s genes para a catl e cat4 sao resultado de

processos de duplicagdo mais recentes, o nimero de éxons/introns em sua estrutura
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nao teve muitas alteracdes, diferentemente dos genes da cat2 e cat3, com alteracdes

em sua estrutura bem mais evidentes.

Figura 6 - Continuagéo
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Figura 7 - Estrutura éxon-intron dos genes pertencentes a subfamilia CAT4.
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Figura 7 - Continuagéao.
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Figura 7 - Continuagao.
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5.3 Possiveis elementos cis responsivos a estresses nas regides promotoras

dos genes da Catalase de Zea mays

As analises das regides promotoras dos genes catl, cat2 e cat3 do milho,
conforme mostrado na figura 8, revelaram a presenca de elementos cis, sendo
divididos em trés grandes grupos: o primeiro grupo, composto pelos elementos
relacionados a estresses, tais como as familias ABRE (ACGTG), WRKY (TGAC), MYB
(AACGG/YAACKG/CNGTTR) e MYC (CANNTG), presentes em maior abundancia na
regido promotora de todos os genes. Ja o segundo grupo é composto pelos elementos
relacionados a genes responsivos a luz, como as familias de elementos cis GATABOX
(GATA), IBOX (GATAAG/GATAA) e DOF (AAAG), ambos também muito abundantes,
e 0 terceiro grupo composto por outros elementos que foram encontrados em um
nimero pequeno (variando de um a quatro), estando relacionados a respostas a
estresses, conforme representado na figura 8.

Todos os trés genes apresentaram elementos cis que se distribuiram nos trés
grupos. Uma maior diversidade de elementos cis foi encontrada no promotor do gene
da CAT1 (mostrado em vermelho na figura 8) e uma maior quantidade no promotor de
gene da CAT3 (em amarelo).

No gene da CAT2 (mostrado em verde), um total de 19 elementos cis foram
identificados, sendo em sua maior parte, os elementos cis pertencentes a familia MYB,
com uma maior diversidade de outros elementos cis responsivos a patdégenos,
pertencentes ao grupo trés. No gene da CAT3, o qual apresentou um maior nimero
de elementos cis na sua regido promotora, foi identificado um total de 29 elementos,
0S quais, em sua grande maioria, pertencente a familia MYC. Por dltimo, no gene da
CAT1, foi encontrado um total de 20 elementos cis, sendo em sua maioria da familia
MYB. Nesse gene uma maior diversidade de outros elementos cis responsivos a
estresses abidticos foi encontrada, incluidos no grupo trés, em torno de sete
elementos, aparecendo por volta de duas vezes cada.

Os elementos cis relacionados a respostas a luz foram abundantes, com uma
maior quantidade de elementos cis pertencentes a famiia DOF, em todos 0s genes
da catalase.
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Figura 8 - Nimero de elementos cis regulatdrios presentes na regido promotora dos genes
catl, cat2 e cat3 de Zea mays.
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5.3 Expresséo in silico dos genes da catalase em Zea mays

A expressdo dos genes da catalase in silico foi avaliada a partir de dados
transcriptobmicos da espécie Zea mays em condicdes de estresse osmético, ataque
por patdgenos e em diferentes tecidos durante o desenvolvimento. Em todos os
experimentos avaliados, a analise dos componentes principais revelou uniformidade
entre as replicatas.

No geral, os resultados mostram que todos os genes foram expressos, no
entanto, o perfil de expressao foi varidvel e dependente do tecido e do estagio de

desenvolvimento da planta, além do tratamento ao qual a planta é exposta.

5.3.1 Expressao in silico dos genes da catalase em plantas de milho submetidas

a estresse osmaético

Os dados de RNA-Seq para esse experimento foram obtidos a partir da extracéo
e sequenciamento do RNA de plantas de milho da cultivar B73 submetidas a estresse
osmotico, avaliando-se diferentes partes da raiz dessas plantas, o experimento foi
composto por trés replicatas biologicas. O estagio avaliado foi o V4, onde o ponto de
crescimento das plantas ainda se encontra abaixo da superficie do solo, apresentando

um caule pequeno e ainda ndo completamente desenvolvido. Neste estagio, devido
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ao crescimento acontecer a partir da raiz, condicdes de temperaturas extremas (alta
e baixa), assim como pouco suprimento de agua, como avaliado no estudo, podem
afetar negativamente o crescimento da planta, culminando em um aumento do tempo
entre um estagio e outro, alongando o ciclo da cultura e acarretando prejuizos a
producéo.

Figura 9 - Perfil de expressao dos genes catl, cat2 e cat3 em diferentes partes da raiz priméria obtidas
de plantas de milho submetidas a estresse osmoético. A escala de cor representa os valores de

Log2fold-change obtidos apds normalizacdo dos dados. O asterisco (*) representa um p-value > 0,05.

cat1 3
cat? 9
cat3 0

B191S]
XoH0D

BOIRWB)SIIBIA BUOZ
ojuswebuoly ap euoZ

Fonte: dados da pesquisa

Nesse experimento, o gene cat2 foi regulado positivamente na zona de
alongamento, zona meristematica e na estela (Figura 9). Contudo, apenas na zona de
alongamento e na estela este gene apresentou um valor de p abaixo de 0,05, sendo
um resultado consistente. Os outros genes cat3 e catl, foram regulados
negativamente em relacdo ao controle, ndo apresentando valores de p considerados

confiaveis.

5.3.2 Expresséo in silico dos genes da catalase em plantas de milho com a

doenca da mancha cinzenta

As plantas de milho pertencentes a cultivar Yayu889, resistente a GLS (do inglés

Grey leaf spot), foram submetidas a infeccao pelo fungo Cercospora zeae-maydis. O
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experimento foi composto por trés replicatas bioldégicas. Os experimentos foram
conduzidos com as plantas infectadas nos estagios 1, 2 e 3. O gene da CAT3 foi
regulado positivamente e apresentou diferencas no perfil de expressdo em todos os
estagios avaliados, sendo mais expresso no estagio 3, ja o gene catl foi pouco
expresso em todos 0s estagios e o gene cat3 foi regulado negativamente em relacéo

ao controle, em ambos os estagios avaliados (Figura 10).

Figura 10 - Perfil de expressédo dos genes catl, cat?2 e cat3 de Zea mays sob ataque pelo fungo
Cercospora zeae-maydis. A escala de cor representa os valores de Log2fold-change obtidos apds

normalizacdo dos dados. O asterisco (*) representa um p-value < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa

5.3.3 Expressao in silico dos genes da catalase em plantas de milho em

diferentes tecidos reprodutivos

Nesse experimento plantas pertencentes a cultivar B73 foram usadas para o
isolamento de RNA dos seguintes tecidos reprodutivos: 6vulo e saco embrionario,
isolados de estilo-estigmas (cabelos de milho) de aproximadamente 10 cm, e pélen.
Apos as andlises, apenas o gene catl foi predominantemente expresso em todos 0s
tecidos estudados, contudo ndo houve diferenca significativa entre os tecidos
(p<0,05). Os demais genes apresentaram baixas contagens nos tecidos avaliados,

ndo sendo observado expressao (Figura 11).
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Figura 11 - Perfil de expressao dos genes catl, cat2 e cat3 de Zea mays em diferentes tecidos
reprodutivos. A andlise estatistica (one-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni) foi aplicada para
cada gene separadamente.
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Fonte: dados da pesquisa

5.3.4 Expressédo in silico dos genes da catalase em plantas de milho em

diferentes tecidos

Para este experimento, o RNA foi extraido dos seguintes tecidos: Internéddio,
polen, estilo-estigmas (cabelos de milho), cortex, espigas, folha madura e embrides
(20 DAP — dias ap0s a polinizagdo). Na folha madura e no grdo germinado os genes
da cat2 e cat3 foram mais expressos, sendo estatisticamente diferentes a 0,05% de
probabilidade em ambos os tecidos. Em relacdo aos outros tecidos analisados,
espiga, polen, cortex, estilo-estigmas e internédio foi detectado um valor de contagem

baixo, ndo mostrando assim, um nivel de expressao relevante.
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Figura 12 - Perfil de expresséo dos genes catl, cat2 e cat3 de Zea mays em diferentes tecidos. A analise
aplicada para cada gene
separadamente. As diferencas significativas em p<0,05 s&o indicadas por asterisco (*).
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6 DISCUSSAO

6.1 Distribuicdo das subfamilias da catalase em angiospermas

No presente estudo, os genes da catalase foram identificados em espécies de
angiospermas. Esses genes foram caracterizados quanto a estrutura éxon-intron e
em seguida, a expressao in silico com os genes cat2, cat3 e catl da espécie Zea mays
foi avaliada sob diferentes condigbes de estresse e em diferentes tecidos durante o
desenvolvimento.

A catalase se mostra como uma enzima bastante conservada no decorrer da
evolucdo de plantas angiospermas, como destaca Guan e Scandalios (1996) no seu
estudo analisando 16 sequéncias de catalase, dentre monocotiledoneas e
eudicotiledéneas. Na maior parte das espécies aqui estudadas, trés genes foram
identificados. Nas monocotileddneas, um padrao de trés genes vem sendo encontrado
em trabalhos prévios com arroz e milho, sendo essas as espécies mais estudadas
(MORI et al., 1992; MORITA et al., 1994; SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997;
JOO; LEE; SONG, 2014; VIGHI etal., 2016).

Contudo, apesar do padrao de trés genes ser o mais encontrado nas espécies
estudadas até o momento, em algumas espécies foram identificados um ndmero
maior de genes, que é o caso das espécies da ordem zingiberales (Musa acuminata
e Ensete ventricosum, com quatro genes), Apiales (Daucus carota, com seis genes),
Cucurbitales (Cucurbita moschata, com quatro genes), Fabales (Glycine max, com
quatro genes), Malpighiales (Manihot esculenta, com seis genes), Brassicales
(Brassica oleraceae e Raphanus sativus, com sete genes e cinco, respectivamente),
Gentianales (Coffea arabica, com quatro genes), Solanales (Ipomoea nil, com guatro
genes) e Asterales (Helianthus annuus, com cinco genes) (Figura 3 e ANEXO A).

Nas Zingiberales, os quatro genes da catalase foram nomeados de cat3a/cat3b
e catla/catlb (Figura 1) sendo assim, considerados dois grupos de genes paralogos.
Essa duplicacdo parece recente na histdria evolutiva dessa ordem, tendo em vista que
os paralogos guardam uma identidade entre eles de cerca de 90%. Nesta ordem, a
CAT2 nédo esta presente, assim como em algumas espécies de Poales, como Triticum
urartu, Saccharum hibrid cultivar e Secale cereale (Figura 3). Trabalhos na literatura
também apontam apenas esses dois genes nessas duas primeiras espécies citadas
(SARUYAMA; MATSUMURA, 1999; SU et al,, 2014; LIU et al., 2015). Parece que a
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perda da subfamiia CAT2 ocorreu primeiro em Poales e se manteve ao longo
evolucdo das comelinideas.

Acredita-se que nas espécies da ordem Poales citadas acima, esse gene foi
perdido no decorrer da evolugdo. InvestigacOes realizadas quanto a um papel
fisiologico para o gene cat2, em espécies com os trés genes (milho e arroz), mostram
que esse gene € responsivo a varias condicbes em que 0s genes catl e cat3 também
foram expressos. O que se observa nos trabalhos analisados com milho e arroz, onde
0s genes catl e cat3 formam um grupo de ortélogos com o trigo (identidade acima de
95%) a auséncia do gene cat2, parece ser compensada por esses outros dois genes.
Ou seja, parece que a presenca de trés genes para a catalase ndo é um fator de
primordial importancia que dita um sistema de remocéo de H202 eficiente.

Além disso, trabalhos em Arabidopsis thaliana ja mostram um mecanismo de
compensacdo entre dois genes da catalase. Du et al. (2008) analisando linhas
mutantes de Arabidopsis (plantas deficientes em catalase), mostram que quando o
gene cat2 (a nomenclatura entre as catalases de Arabidopsis e milho ndo sao
correspondentes) esta ausente, 0s genes catl e cat3 conseguem compensar,
melhorando os seus perfis de expressdo. Ademais, Hu et al. (2010), destacam haver
uma redundéncia funcional entre genes de Arabidopsis (catl e cat3), portanto, esses
genes podem desempenham papéis similares.

Comumente as enzimas que compdem o sistema antioxidante sdo codificadas
por familias multigénicas. Essas enzimas possuem uma regulacdo complexa, além
disso, geralmente, seus substratos desempenham um papel como molécula
sinalizadora atuando em diversas vias. A compreenséo da sua regulacado coordenada
parece algo extremamente complexo. Além disso, pelo proprio papel desempenhado
pela catalase na célula e por fazer parte de um sistema antioxidante de limpeza,
entende-se que a sua expressdo pode ser desencadeada por uma ampla variedade
de fatores (ZIMMERMANN et al., 2006).

Outro fator a se considerar a esse respeito é a propria localizacdo subcelular da
catalase, o que contribui para que cada uma das isoformas desempenhe papéis
similares durante a exposicdo das plantas a estressores externos. Em seu trabalho
Hu et al. (2010), destacaram a existéncia de redundancia funcional entre dois genes
da catalase em Arabidopsis. Contudo, a especializacdo funcional dessas isoformas

codificadas ndo pode ser descartada, ja que os estudos sobre caracterizacdo e
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expressdo génica com a catalase em plantas ainda sdo poucos, trazendo limitacao
acerca da discusséo de tais temas.

Ainda, tratando-se de Poales, a espécie Hordeum vulgare possui apenas as
subfamilias CAT2 e CAT1, tendo perdido a CAT3. Similarmente, na espécie Zoysia
japonica esse gene também nao foi encontrado. Em um estudo com os genes da
catalase em H. vulgare, Skadsen, Schulze-Lefert e Herbst (1995), detectaram apenas
dois genes que sao correspondentes aos identificados neste estudo. Além disso, em
algumas Poales encontra-se apenas 1 tipo de catalase, como é o caso de Zizania
latifolia, com os genes da subfamilia CAT1, nomeados zlcatlal e zlcatla2 com 96%
de identidade. Em outras monocotiledoneas, tais como, Nelumbo nucifera (nncatlal
e nncatla2, com 91% de identidade) e Ananas comosus (accatlal e accatla2, com
99% de identidade) observou-se esse mesmo padrao (Figura 3). Tais observacoes
podem ser reflexo de um processo evolutivo dinamico desta familia multigénica, onde
nem sempre relacdes de grupos de ortélogos foram formados.

Nas espécies de eudicotiledbneas aqui estudadas, também foi identificado, em
sua maioria, um padrao geral de trés genes (Figura 1). Na literatura, esse modelo
também é relatado em trabalhos com Solanum lycopersicum (KABIR; WANG, 2011),
Arabidopsis thaliana (FRUGOLI et al., 1996; Du et al., 2008; ALAM; GHOSH, 2018),
Capsicum annuum (LEE; AN, 2005), Cucumis sativus L. (HU et al., 2016), Nicotiana
tabaccum (HAVIR; BRISSON; ZELITCH, 1996), Nicotiana plumbaginifolia
(WILLEKENS et al., 1995a) e Cucurbita sp (ESAKA et al., 1997).

Nas espécies de eudicotiledoneas estudadas percebeu-se uma maior
predominancia de genes que podem ter sido originados de processos de duplicagdes
génicas recentes, tendo em vista a identidade elevada observada entre os membros
génicos (Figuras 3). Um caso bem tipico pode ser observado na espécie Glycine max,
onde foram identificados 4 genes, 0s quais estdo dispostos em dois grupos de genes
paralogos (Figura 3). Em geral, na ordem Fabales, esse foi o padrdo observado nas
plantas analisadas. Em G. max, esses genes estdo duplicados, provavelmente em
decorréncia de eventos de duplicacdes do genoma que ocorreu ha cerca de 59 e 13
milhdes de anos atras. Nesse sentido, aproximadamente 75% dos genes da soja
estado presentes com multiplas copias (SCHMUTZ et al., 2010). Os genes da catalase
encontrados em G. max foram renomeados como gmcat4al, gmcat4a2, gmcatdbl e
gmcat4b2 (Figura 3).
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Em Daucus carota, também se observa um numero de genes acima do
normalmente encontrado e assim como em G. max, parecem ser oriundos de
duplicacdes recentes. Os seis genes identificados mostram elevada identidade entre
eles (Figura 3). O que se sabe é que o genoma de Daucus carota, assim como de
todas as eudicotiledéneas sofreu processos de duplicacbes, contudo lorizzo et al.
(2016) identificaram dois eventos de duplicagcdo completa especificos da espécie, Dc-
a e Dc-B. Durante esse evento evolutivo, os segmentos gendmicos contendo as
sequéncias génicas da catalase podem ter sido duplicadas e gerado o padrao de
genes encontrado nesta espécie.

Assim como em D. carota, a espécie Brassica oleracea (couve) apresentou um
nimero de genes para a catalase bastante fora do padrdao, com um total de sete genes
(Figura 3). No genoma desta espécie Liu e colaboradores (2014), constataram
diversos rearranjos cromossdémicos e perdas assimétricas de genes em blocos
gendmicos duplicados. Esses autores ainda identificaram um largo nimero de gene
paralogos. Esses eventos gendmicos ocorridos nessas espécies podem ser uma
provavel explicacdo para o nimero de genes da catalase encontrados.

Quanto a outras ordens estudadas no presente trabalho, tais como Rosales,
Fabales, Sapindales, Vitales e Ericales, um total de dois genes foi identificado (Figura
1). Dentre essas ordens, somente um estudo com Prunus persica (péssego),
pertencente a ordem Rosales, foi encontrado na literatura. Nesse estudo, os autores
também relataram a presenca de apenas dois genes (BAGNOLI et al., 2004).

De forma geral, parece haver uma certa divergéncia quanto ao niumero de genes
encontrados nas espécies estudadas, principalmente em eudicotiledéneas (Figura 1).
Vale salientar que poucos trabalhos na literatura com a catalase abordaram um
nimero tdo grande e diverso de espécies. Conforme foi observado existem variacdes
intra-especificas e também inter-especificas.

Conforme apontam Flagel e Wendel (2009), o nimero de membros génicos de
uma familia multigénica sofre flutuacdes frequentes entre taxons, sendo que a ampla
diversidade genética encontrada em plantas terrestres ndo poderia ser sustentada por
um conjunto igualmente diverso de novos genes. Além disso, como foi bastante
observado em véarias espécies estudadas, diversos genes compartilham uma
identidade muito elevada entre eles. Isso pode apontar um provavel funcionamento
em conjunto desses genes, caracterizando o processo de subfuncionalizacéo
(PANCHY; LEHTI-SHIU; SHIU, 2016).
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6.2 Catalase: sugestdo de uma nova classificagdo em angiospermas

Muito comumente encontrado na literatura, diversos trabalhos tentam classificar
genes e/ou proteinas, de forma tanto a propor um sistema de classificacdo usual,
quanto de forma a uniformizar a nomenclatura que geralmente se encontra confusa.

Com a catalase, ja existem algumas nomenclaturas usuais (MORI et al., 1992;
MORITA et al., 1994; WILLEKENS et al., 1994b). Contudo, de uma forma geral, em
uma boa parte dos trabalhos publicados, a nomeacdo dos genes € realizada a partir
de alinhamentos com sequéncias de catalase (gene ou proteina) com nomenclatura
definida, como é o caso de Arabidopsis e milho. Contudo o uso dessa metodologia
para nomear 0S genes/proteinas da catalase de outras espécies, tornou a
compreensdo dos trabalhos realizados uma tarefa de dificil execugdo, pois ha
auséncia de correspondéncia entre os genes de diferentes espécies.

O que se pretende aqui é gerar uma classificacdo baseada em identidade de
sequéncia de forma a refletir as relacdes filogenéticas entre elas. Trabalhos com essa
tematica ja sdo bastante Uteis para auxiliar na execucdo de novos estudos, facilitando
a comunicacdo no meio cientifico, livre de contradicbes e fornecendo informacoes
valiosas para o campo da gendmica comparativa (COSTA et al., 2014; LIU et al., 2015;
FINET etal., 2016).

A classificacdo proposta nesse trabalho foi feita com base na nomenclatura
encontrada na espécie Zea mays, em decorréncia da disposi¢cdo dos cDNAs dessa
espécie na arvore (Figura 3). Em um estudo realizado por Frugoli e colaboradores
(1998), analisando as relacdes filogenéticas entre sequéncias génicas da catalase (39
sequéncias), esses autores relataram a existéncia de trés subclados tomando a
espécie Z. mays como referéncia, algo que ndo se observa quando se leva em
consideragfes espécies modelos, como A. thaliana. Ademais, véarios trabalhos
também relatam a disposicdo das catalases do milho em arvores filogenéticas em
clados distintos, conforme encontrado no presente trabalho, apontando os genes da
catalase dessa espécie como sendo Uteis para gerar uma classificacdo (GUAN,;
SCANDALIOS 1996; FRUGOLI et al., 1996; KLOTZ, KLASSEN; LOEWEN, 1997;
BAGNOLI et al., 2004).

Os agrupamentos na arvore gerada, conforme mostrado na figura 3, sao

similares aos agrupamentos formados no trabalho de Guan e Scandalios (1996).
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Esses autores também usaram como partida as catalases de Zea mays para
nomeacao das subfamilias da catalase identificadas nas espécies estudadas. Assim
como discutido por esses autores, eles defendem a existéncia, com base nos
agrupamentos formados, de quatro subfamilias da catalase, conforme também foi
constatado no presente trabalho (Figura 3).

Segundo Guan e Scandalios (1996), conforme mostrado na figura 13, adaptada
dos autores, existe uma subfamilia da catalase compartilhada por monocotiledéneas
e eudicotiledéneas (Grupo 1), outra subfamilia encontrada somente em
eudicotiledéneas (Grupo 2) e outra subfamiia encontrada somente em
monocotiledéneas (Grupo 3). Esses autores também relatam a existéncia de uma
outra subfamilia da catalase encontrada apenas em Z. mays, fracamente relacionada
com o primeiro grupo. Os autores declaram que a posi¢cdo desta Ultima catalase ndo
se mostra clara através da reconstrugcdo filogenética. Uma provavel explicagdo € o
baixo nimero de sequéncias usadas na analise, ndo contando com um ndmero
suficiente e diverso de espécies para se poder encontrar sequéncias com elevada
identidade com a CAT2.

A partir da constatacdo, através de alinhamentos realizados, que as sequéncias
usadas pelos autores acima sdo as mesmas usadas no presente estudo, observa-se
gue os agrupamentos gerados pelos autores sao, de certa forma, equivalentes aos

obtidos no presente estudo.
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Figura 13 - Arvore filogenética baseada em sequéncias de aminoacidos gerada a partir do método da
parcimonia.
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Fonte: Adaptada de Guan e Scandalios 1996.

Observando os grupos formados no trabalho dos autores acima, adotando a
nomenclatura aqui proposta, teriamos a seguinte distribuicdo: CAT1 (grupo I), CAT2
(grupo isolado composto por apenas a CAT2 de milho, sendo que a sua posi¢cao nao
é clara, em decorréncia do pouco nimero de sequéncias analisadas), CAT3 (grupo
Il e CAT4, (formado por uma sequéncia de Ipomoea batatas (em inglés, sweet
potato) e mais duas sequéncias, uma de tomate e a outra de tabaco, identificado no
presente estudo com a subfamilia da CAT4). O que corrobora com a existéncia das
qguatro subfamilias da catalase evidenciadas no presente trabalho e fortalece a
classificacdo proposta.

Contudo, ainda sobre o trabalho de Guan e Scandalios (1996), cabe ressaltar
gue a analise filogenética usada conta com apenas 16 sequéncias e nao utiliza uma
arvore enraizada (auséncia de outgroup), de forma a se estabelecer uma relagdo com
uma sequéncia de um organismo mais antigo e se determinar a forma mais primitiva
da catalase em plantas. Apesar dessas duas desvantagens do estudo, ainda assim,

percebe-se uma relagdo de concordancia com os dados aqui mostrados.
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Klotz, Klassen e Loewen (1997), alcancaram resultados similares aos dos
autores acima e aos dos resultados do presente trabalho. Todavia, esses autores
relatam a CAT2 de Zea mays como um quebra-cabeca, pois esta sequéncia sempre
estd situada isoladamente em um clado, assim como relatado em outros estudos.
Contudo, em analises dessa sequéncia génica, eles concluem que a CAT2 esta mais
proximamente relacionada com o grupo ao qual a CATS3 faz parte, como foi encontrado
no presente estudo. Essa catalase se apresenta, em varios estudos, isolada de outras
sequéncias, ou seja, nas arvores filogenéticas ela ndo agrupa com outras sequéncias.
Isso se da, pelo fato se que, nesses estudos, outras sequéncias de CAT2 ndo sao
avaliadas, em decorréncia da ndo caracterizacdo dessas sequéncias no anos de
publicacdo dos artigos.

Dessa forma, além da nomeacéo dos genes tomando como base a nomenclatura
do milho, essa mesma espécie, possui uma maior quantidade de dados na literatura
que podem vir a auxiliar numa compreensdo mais profunda de uma fungdo para os
genes da catalase. Dessa forma, o milho veio a ter um papel chave para se definir
uma classificacao para a catalase.

Cabe salientar aqui que algumas correspondéncias foram encontradas entre a
classificagéo aqui proposta e a de Willekens e colaboradores (1994b). As catalases
de Oryza sativa e Zea mays, se encaixam em ambas as classificacoes. Novas
investigacbes devem ser feitas para verificar se a exemplo das espécies acima
mencionadas, as monocotiledéneas no geral compartilham essa caracteristica.

Todavia, em eudicotileddbneas o0 mesmo nao foi observado.

6.3 Estrutura éxon-intron dos genes da catalase: um padrédo evolutivo

A estrutura de éxons e introns também foi avaliada com vistas a se buscar
evidéncias para uma compreensdo da evolugcdo molecular dos genes da catalase.
Além de se realizar uma andlise filogenética com as sequéncias, a estrutura de éxons
e introns fornece informacdes que podem ser Uteis para se tracar um perfil evolutivo
desses genes durante a evolucdo de plantas angiospermas.

Uma maior divergéncia no numero de éxons foi encontrada em
monocotiledéneas, principalmente nos genes que codificam para a CAT2 e CATS3,
especificas desta classe (Figuras 4 e 5). Este resultado também foi encontrado por

wamoto et al. (1998), comparando a estrutura de genes em doze sequéncias
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gendmicas de seis espécies vegetais, onde 0s genes para a catalase em milho, arroz
e trigo foram diferentes. Estes autores também relataram uma conservagdo no
nimero de éxons nas eudicotiledéneas avaliadas (Ricinus communis, Arabidopsis
thaliana, Glycine max e Solanum tuberosum) de oito éxons, também observado neste
trabalho, onde 80% das sequéncias possuem 8 éxons, pertencendo a subfamilia
CAT4 (Figura 7).

No presente trabalho, também foi evidenciado a conservacdo de certos éxons
nas sequéncias identificadas no geral. O primeiro e o Ultimo éxon sao muito
conservados no tamanho. O primeiro éxon com 15 nucleotideos (codificando uma
sequéncia de cinco aminoacidos) e o Ultimo éxon com sessenta nucleotideos
(codificando uma sequéncia de vinte aminoacidos). Todavia, a sequéncia desses
éxons confere uma alta variabilidade entre as sequéncias de aminoacidos que
codificam. No estudo de lwamoto et al. (1998), esses autores também verificaram essa
conservacdo no tamanho da sequéncia peptidica codificada por tais éxons. Além
disso, neste ultimo éxon, mais proximo a posicdo 3'UTR, estdo as sequéncias
conhecidas como PTS (Peroxisomal Targeting Signal), sequéncias de tripeptideos, na
maioria das vezes, posicionadas na regido C-terminal, que direcionam a proteina para
0 peroxissomo e gque sao altamente variaveis entre espécies (MHAMDI et al., 2010).

Os resultados encontrados por Guan e Scandalios (1996) e lwamoto et al.
(1998), suportam a hipotese de que depois da divergéncia evolucionaria de
monocotiledéneas e eudicotileddneas, consecutivas duplicagbes de genes, seguida
pela perda diferencial de introns, ocorrendo diferencialmente em cada classe,
conduziu a formacao de trés genes (ou até quatro genes em eudicotiledéneas).

Em um estudo realizado por Koralewski e Krutovsky (2011) o nimero de éxons,
assim como o nimero de genes, aumenta de acordo com a complexidade da espécie.
Ademais, esses autores relatam que, geralmente éxons mais curtos, o que foi
bastante observado nas espécies de eudicotileddneas, aumentam o potencial para a
Splicing alternativo, mecanismo de grande importancia que gera multiplos produtos
génicos a partir de um Unico gene, incrementando a diversidade de proteinas num
organismo.

No decorrer da evolugdo, os genes que codificam para as subfamilias da
catalase especificas de monocotiledéneas (CAT2 e CAT3) (Figuras 4 e 5), mostram
uma estrutura génica composta por poucos éxons (perda de introns e éxons maiores),

com tamanhos variados. Conforme relata Guan e Scandalios (1996), em
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monocotiledéneas, ha em geral, uma tendéncia durante a evolucdo de uma reducao
no nuimero de introns, como foi relatado nos genes cat2 e cat3, especificos dessa
classe. O gene da CATZ2, com maior proximidade com o grupo externo, denotando ser
uma forma mais primitiva da catalase, possui poucos éxons. Todavia, observa-se um
terceiro éxon com um comprimento em torno de 1000 nucleotideos, comum a todas
as sequéncias (Figura 4). Esses genes também ndo apresentaram elevada identidade
com outras sequéncias, tendo identidade alta apenas entre eles.

O gene que codifica para a CAT3 j& possui uma maior diversidade no nimero de
exons. (Figura 5). Em alguns genes desse clado, o segundo éxon ainda mantém um
nimero de nucleotideos em torno de 1000 pb, Essa caracteristica parece ser
intrinseca de espécies da ordem Poales, pois praticamente todos os genes da CAT3
nas espécies dessa ordem apresentam essa caracteristica, somente algumas
espécies, tais como Leersia perrieri, Oryza sativa, Oropetium thomaeum e Secale
cereale, esse éxon parece ter sofrido uma fragmentacdo (insercédo de introns). Esse
éxon também é conservado nos genes da CAT2 (encontrada somente em Poales)
(Figura 4). Em quaisquer outros membros dessas duas subfamilias, assim como das
demais subfamilias (CAT1 e CAT4), esta caracteristica ndo foi observada (Figuras 6
e7).

No gene da CAT1, conservacao no niumero de éxons com um ndmero maior, Sao
as caracteristicas mais marcantes (Figura 6). Nessas sequéncias, no segundo e no
quarto éxon, observa-se alta conservacdo, com 97 e 777 nucleotideos,
respectivamente. Esta Ultima observacdo também é valida para o gene da CAT4
(Figura 7).

Tem sido bastante considerado que a evolucdo de genes em eucariotos tem
ocorrido a partir de perda e ganho de introns (ROGOZIN et al., 2005; ZHANG et al.,
2014). Geralmente, a perda de introns € um fenbmeno mais frequente em curtas
distancias evolucionérias, enquanto insercfes de introns acompanham transcricoes
evolucionarias maiores, como € o caso do evento de separacdo de monocotileddneas
e eudicotiledbneas. Isso reforga o nosso achado da maioria dos genes da catalase em
eudicotiledéneas apresentarem um maior numero de introns do que em
monocotileddneas.

As andlises feitas suportam a hipétese que a estrutura éxon-intron da familia
multigénica da catalase € muito dindmica e que a evolugdo deste gene pode ter

envolvido numerosas perdas e/ou ganho de introns. Além do mais, ao analisarmos o
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perfil éxon-intron dos genes de acordo com a sua historia evolutiva, percebe-se além
do que ja foi mencionado acima, que o padréo de inser¢cbes de introns ocorreu com a
introducdo de introns no terceiro éxon da CATZ2, gerando os perfis observados em
algumas sequéncias da CAT3 e mais tipicamente nas sequéncias da CAT1 e CAT4.
Esse fenbmeno, onde os introns sdo inseridos dinamicamente, geralmente no centro
de um éxon, foi demonstrado por Wang e Stein (2013) analisando a estrutura éxon-
intron de organismos eucariotos de diferentes espécies, incluindo as espécies
vegetais Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor e Zea mays.

Esses autores também relatam que esse processo de insercdo é proporcional
ao tamanho do éxon. Como esse terceiro éxon no gene cat2 apresenta um tamanho
de cerca de 1000 nucleotideos (Figura 4), sendo o maior éxon caracterizado nas
sequéncias de catalase, os perfis das proéximas catalases na escala evolutiva,
demonstram esse éxon interrompido por varias sequéncias de introns. Este processo

de insercdo do intron é equivalente a fragmentac@o do éxon (splitting).

6.4 Historia evolutiva da Familia multigénica da catalase em Angiospermas

As catalases presentes em plantas, no geral, sdo as catalases monofuncionais
ou comumente conhecidas como catalases tipicas, encontradas também em alguns
procariotos, fungos e em animais. Evolutivamente, essa catalase parece ter surgido
em procariotos, inicialmente, e se mantido ainda em cianobactérias, contudo, tém sido
relatadas como incomuns nesses ultimos organismos (BERNROITNER et al., 2009).
Todavia, na espécie de cianobactéria filamentosa Nostoc punctiforme tem sido
encontrado uma sequéncia de uma catalase monofuncional, contudo seu papel
fisiolégico ainda é desconhecido (PASSARDI et al., 2007).

Nas algas, algumas sequéncias de catalases monofuncionais ja tém sido
caracterizadas, como € o caso da alga verde Chlamydomonas reinhardtii (KATO et
al,, 1997) e da alga vermelha marinha Pyropia yezoensis (LI et al., 2012). Ambas
contam com apenas um gene, contudo em C. reinhardtii esse gene parece codificar
para mais de uma isoforma. Nessa espécie, somente uma sequéncia génica foi
identificada, assim também como em Volvoxi carteri, onde ambas as espécies de

algas compunham o grupo externo (Figura 3).
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Na espécie de pinheiro Pinus taeda (gimnosperma) varias isoformas foram
identificadas em gel nao-desnaturante, (MULLEN; GIFFORD, 1993), contudo
nenhuma sequéncia génica foi caracterizada até o momento.

Em decorréncia dos poucos estudos voltados para a caracterizacdo de genes
das catalases em outros organismos, é dificil se estimar um perfil evolutivo comecando
de um provavel ancestral até as plantas atuais. Contudo, a partir das evidéncias
dispostas nesses estudos, € provavel que o surgimento das trés subfamilias de
catalases, mais comumente encontrada em plantas, tenha ocorrido depois da
divergéncia de algas e plantas. Um provavel ancestral teria apenas um gene dessa
catalase monofuncional e através de subsequentes duplicacdes, no decorrer da
evolucdo, deu-se o surgimento das trés (agora com a redefinicdo para quatro)
subfamilias em plantas. Esse perfil de evolugcdo da catalase também é defendido nos
trabalhos de Von Ossowski, Hausner e Loewen (1993) e Klotz, Klassen e Loewen
(1997).

E bem provavel que as algas venham a ter apenas um gene da catalase tipica
por também comportar outros tipos de catalases, como a KcatG (catalase bifuncional)
e as MnCATs (Manganés-catalases, ndo possuem grupo heme), diferente das plantas
gue possuem somente a familia das catalases monofuncionais.

Em conjunto, as relacdes filogenéticas e a arquitetura dos genes, fornecem
pistas para a determinacdo de uma historia evolutiva desta enzima em plantas
angiospermas. A CAT2 pode ser considerada uma forma mais primitiva da catalase,
encontrada em monocotiledéneas, restrita a Poales. Essa catalase, sofreu duplicacéo,
originando a CAT3, compartilhada por monocotiledoneas, abrangendo bem mais
ordens. A CAT3 entdo, duplicou, originando a CAT1, antes da divergéncia entre
monocotiledéneas e eudicotiledoneas. Em seguida, a CAT1l presente em
eudicotiledéneas, sofreu duplicacdo, originando a CAT4, uma sequéncia da catalase
mais recente na evolucdo e ainda com uma forte relagdo com a CAT1, tendo sido um
evento de duplicacdo recente na evolucdo. Apds essas respectivas duplicacoes,

houve uma provavel especializacdo adaptativa das catalases.



67

6.5 Papelfisiologico dos membros génicos da catalase

A catalase desempenha um importante papel no sistema de defesa antioxidante
por degradar H202 em H20 e O2. Diversos estudos tém sido realizados até 0 momento,
principalmente nas espécies Zea mays, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana e Nicotiana
tabacum, investigando o papel fisiolégico da catalase. Todavia, o presente trabalho
vem acrescentar a esse campo de estudos, infformacdes de expressao in silico dos
genes da catalase a partir da andlise de dados de RNA-Seq da espécie Zea mays.

Sob estresse osmotico, a analise dos dados revelou o gene da CAT2 sendo
regulado positivamente nas raizes (estela e a zona de alongamento) (Figura 9). A
estela esta relacionada a fungdes no transporte de agua, nutrientes e fotossintatos. Ja
a zona de alongamento na raiz, localizada acima da zona meristemética ou de
proliferacdo, € onde a divisdo celular cessa e ha um rapido crescimento celular por
alongamento.

Na raiz, esse gene ainda nao tinha sido detectado. Todavia, os trabalhos que
analisam a expressao de genes da catalase nesse 6rgdo ainda sdo escassos.
Contudo, a raiz é um 6rgao chave no estudo de expressao génica em condi¢cdes de
seca (estresse osmaotico), em decorréncia das caracteristicas morfoloégicas e
anatbmicas que permitem a aquisicdo de agua e nutrientes do solo. Em grande parte
dos estudos transcriptdmicos realizados em raiz, os genes relacionados a enzimas
antioxidantes, tais como APX, GR, SOD e CAT, geralmente séo detectados (JANIAK;
KWASNIEWSKI; SZAREJKO, 2015). Além disso, APX e CAT sdo as principais
peroxidases responsaveis pela manutencdo dos niveis de H202 adequados nas raizes
(CUNHA etal., 2016).

Ademais, esse gene, em plantas de milho, foi detectado em resposta a
aplicacoes exogenas de ABA em embribes quando em estagios tardios da
embriogénese (GUAN; SCANDALIOS, 1998; POLIDOROS; MYLONA; SCANDALIOS,
2001). Na literatura, esse gene presente em linhas transgénicas de tabaco, tem
tornado as plantas resistentes a estresses oxidativos (POLIDOROS; MYLONA;
SCANDALIOS, 2001).

Em arroz, o seu ortdlogo OsCATC, também tem sido expresso em plantas
transgénicas de tabaco, tornando-as resistentes ao estresse osmotico. Também tem
sido relatado a sua expressao durante desidratacdo e salinidade, estando relacionado
a fotorrespiracdo (WAMOTO; HIGO; HIGO, 2000; YAMANE et al., 2010; ALAM,;
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GHOSH, 2018). Na espécie Saccharum officinarum (cana de acucar), quando
transformada com a proteina recombinante do gene cat2, esse gene revelou ser up-
regulated em diferentes estresses, como estresse oxidativo (H202), metal pesado
(CuCl2), hiper-osmético (PEG e sal) e hormbnios vegetais (AS, ABA e MeJA) (SU et
al., 2014).

Este gene também foi expresso em tecidos foliares (folha madura), como ja foi
identificado anteriormente em milho e em arroz (SCANDALIOS et al., 1984;
WAMOTO; HIGO; HIGO, 2000) e em graos germinados (Figura 12). Em milho e em
arroz, este gene foi destacado por apresentar expressdo em sementes germinadas.
Em Hordeum vulgare (cevada) ele foi encontrado em sementes em maturagéo
(SKADSEN; SCHULZE-LEFERT; HERBST, 1995; GUAN; SCANDALIOS, 2000;
WAMOTO; HIGO; HIGO, 2000).

A catalase é uma enzima geralmente encontrada em sementes, ja que ela
participa ativamente do ciclo do glioxissomo, muito ativo em sementes. Neste ciclo, 0s
acidos graxos armazenados sao convertidos em carboidratos para posterior utilizacéo
e manutencdo do embrido (BAILLY et al., 2004). A CAT2 se encontra predominante
nesses O0rgaos e, além disso, responde a varios estresses ambientais. Dessa forma,
em espécies da familia Poaceae (ela foi encontrada apenas em algumas espécies
dessa familia), que estdo amplamente dispersas no globo terrestre, ela poderia atuar
no sistema de limpeza antioxidante da semente, contribuindo para a homeostase,
mesmo em condi¢cdes adversas, ja que essas espécies sdo encontradas nos mais
variados ambientes, sendo exposta a variados estresses que poderiam afetar
drasticamente a sobrevivéncia dessas plantas.

Em ataque por fungo, o gene cat3 teve expressao diferencial, sendo regulado
positivamente (Figura 10). Esse gene também foi muito expresso, em um estudo
realizado com a toxina cercosporina purificada desse mesmo fungo. Os niveis de
MRNA aumentaram linearmente junto com os niveis da enzima CAT3 (WILLIAMSON,;
SCANDALIOS, 1992). Além disso, esses autores relataram que os niveis de mRNA
aumentaram de acordo com a dose de cercosporina. O ortélogo do gene cat3 em O.
sativa mostrou regulacdo positiva em resposta aos patégenos Meloidogyne
graminicola e Nilaparvata lugens (ALAM; GHOSH, 2017).

Ainda nesse gene, quatorze elementos da familia MYC foram detectados (Figura
08), sendo descritos em Arabidopsis por desempenhar um papel na sinalizacdo via

acido jasménico (POZO et al., 2008). Contudo, estudos sobre a catalase relacionada
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a defesa contra patdogenos ainda séo escassos e de uma forma geral, 0 mecanismo
pelo qual isso acontece ainda é desconhecido.

O gene da CAT3 foi encontrado expresso em folhas (Figura 12), como
anteriormente destacado por Guan e Scandalios (1998). Em estudos realizados com
esse gene em milho, ele tem sido modulado por diferentes concentracbes de ABA
(GUAN; SCANDALIOS, 1998). Em arroz, ele tem mostrado expressdo em genoétipos
tolerantes a salinidade e expressdo em condicbes de frio. Em trigo, este gene é
expresso em condicbes de estresse osmotico (LUNA et al., 2004), em banana,
expresso em resposta a baixas temperaturas e dano fisico (FIGUEROA-YANEZ et al.,
2012) e em Zostera marina, esse gene foi regulado positivamente sob baixas
temperaturas (<10°C) (ZANG et et., 2018).

Além disso, na analise da regido promotora do gene cat3, foi observado o maior
nimero de elementos cis responsivos a estresses, cerca de 29 elementos, no geral,
com uma predominancia da famiia MYC e WRKY (Figura 8), sendo este Ultimo
envolvido em diversas respostas associadas a estresses abioticos/bioticos (PHUKAN,;
JEENA; SHUKLA, 2016). Ademais, ambos os genes da CAT3 em milho, arroz e em
trigo, tém sido modulados por ritmo circadiano (LUNA et al., 2004; REDINBAUGH,;
SABRE; SCANDALIOS, 1990; WAMOTO; HIGO; HIGO, 2000). Mais estudos sé&o
necessarios para se confirmar se essa € uma caracteristica intrinseca das catalases
da subfamilia CAT3.

Em relacdo ao gene da CAT1, foi detectado expressdo apenas em tecidos
reprodutivos (Figura 11), apresentando expressdo baixa nos demais tecidos
analisados e respondendo negativamente aos estresses avaliados. Contudo, na
literatura este gene tem sido expresso em uma variada gama de tecidos de milho, tais
como: endosperma leitoso, aleurona, pericarpo, sementes em desenvolvimento,
raizes, meristema e escutelo em plantas jovens (SCANDALIOS et al., 1984). Segundo
Menezes-Benavente et al. (2004), este gene foi induzido por sal e de acordo com
Guan e Scandalios (1998, 2000) este gene € modulado por ABA, estresse osmotico e
desidratagéo.

Em arroz, o gene catl se mostra expresso em sementes e raizes, bem como
fortemente induzido por ABA e sob estresse osmotico, salinidade e frio (JOO; LEE;
SONG, 2014; VIGHY et al., 2016). Ademais, nesse gene apenas 0s elementos cis da

familia MYB, foram encontrados em maior abundancia, cerca de 10 elementos cis
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(Figura 8). Esta familia geralmente esta associada a respostas a estresses abioticos,
tais como seca, desidratacdo e a baixas temperaturas (YOU et al., 2015).

Conforme destaca Guan e Scandalios (1996), a CAT1 funcionaria como uma
catalase basica, com fungdes voltadas para a detoxificagdo do H202 nas células em
diferentes tecidos em algumas condicbes de estresse, desempenhando uma funcao
geral. JA a CAT2 e a CAT3 sao altamente reguladas e mostram especificidade
tecidual, atuando para funcGes adicionais e diversificadas, respondendo a uma ampla
gama de estimulos. Contudo, a partir dos estudos encontrados na literatura até hoje,
o perfil geral da catalase € mais complexo do que se pensava. Ambas as isoformas
apresentam expressdo em varios tecidos e respondem a estresses.

E provavel o surgimento dos trés genes a partir de eventos de duplicacdo génica,
tendo ambos se mantido por pressdes ambientais, durante evolucdo aerobica.
Observa-se uma diversificagao funcional nas isoformas que pode estar atrelada a
mudanc¢as nos elementos regulatorios, que podem ser resultado de uma selecéo
natural do ambiente. Contudo, a manutencao de genes duplicados que respondem a
estresses, principalmente que estejam relacionados a metabolismo oxidativo, pode
fornecer diversas vantagens para a planta.

Para os genes da subfamilia CAT4, presentes na maioria das espécies
avaliadas, cerca de 88% das sequéncias identificadas, percebe-se também uma
grande diversificacdo da funcdo (Figuras 1 e 3). Em plantas como Solanum
lycopersicum, os genes que codificam para CAT4a e CAT4b jA mostram papéis
funcionais diversos. Segundo Kabir e Wang (2011), o gene cat4a esta relacionado a
papéis de detoxificagdo do peroxido sob varios estresses e ainda atuando na
homeostase em tecidos foliares, engquanto que o gene cat4db estad associado a
fotorrespiracdo e em adicdo a isso, este gene também responde positivamente a
condicéo de salinidade.

Na espécie Ricinus communis, ambos 0s genes cat4a e cat4b sdo expressos
diferencialmente. O gene cat4a é expresso abundantemente no endosperma e no
cotilédone, enquanto o catdb €é expresso em diversos 6rgdos (cotilédones,
endosperma, folhas, raiz e hipocétilos) (SUZUKI et al., 1994).

Os genes citados acima (cat4a e cat4b em Solanum lycopersicum e em Ricinus
communis) compartilham identidade entre eles acima de 80% e apesar de estarem
incluidos dentro de uma mesma subfamilia, apresentam diferentes funcionalidades.

Essas diferencas na resposta de genes da catalase, pertencentes a uma mesma
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subfamilia (no caso, CAT4), também foram observadas nas espécies Prunus persica
e Capsicum annuum (BAGNOLI et al., 2004; LEE; AN, 2005).

Ademais, é dificil se inferir uma relacdo entre os agrupamentos formados e as
funcdes dos membros génicos da subfamilia da catalase, conforme j& relatado por
Frugoli et al. (1996, 1998). Muitas lacunas ainda existem acerca de varios assuntos
relativos a esta familia multigénica, tais como localizag&o celular, regulacdo e a propria
funcéo, o que limita a extrapolacdo dos dados e a especificar caracteristicas de cada
membro, nos levando a tirar conclusdes mais gerais. Todavia, o presente trabalho
acrescenta informacdes relevantes a essa tematica, principalmente no que concerne
a evolucdo e classificacdo dos genes, servindo de base para se conduzir novos
estudos com essa familia multigénica e avancar mais para se chegar a especificacao

de um papel fisiolégico para cada membro génico.
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7 CONCLUSAO

- O nimero de genes que codificam para a catalase em angiospermas varia de
um a sete genes, a depender da espécie e da ordem a qual ela pertence;

- A estrutura éxon-intron dos genes varia a depender da subfamilia a qual ele
pertence. No geral, os genes da catalase apresentam a seguinte estrutura éxon-intron
predominante: catl (8 éxons e 7 introns), cat2 (6 éxons e 5 introns; 5 éxons e 4
introns), cat3 (3 éxons e 2 introns; 8 éxons e 7 introns) e cat4 (8 éxons e 7 introns). A
evolucdo da estrutura dos genes foi acompanhada de eventos de delecdo de introns;

- No decorrer da evolugdo a catalase sofreu uma dramatica diversificagdo da
funcéo, atuando na detoxificacdo do H202 em plantas sob condi¢cfes de estresse. Os
genes cat2 e cat3 sao expressos em tecidos foliares e sementes e respondem
positivamente a condicdbes de estresse, ja 0 gene catl €& expresso,
predominantemente, em tecidos reprodutivos. Todos os trés genes estudados
possuem uma expressao dependente do tecido e do estagio de desenvolvimento da
planta;

- Foi possivel se estabelecer um sistema de classificacdo para os genes da
catalase baseado na filogenia dos genes, englobando diversas espécies de
angiospermas;

- As resultados obtidos nesse trabalho sé@o Uteis para elucidar a distribuicdo
evolutiva dos genes da catalase em angiospermas. Essas informacfes podem ser
usadas para o estabelecimento de um sistema de classificagdo amplo, buscando uma

inter-relacdo entre filogenia, estrutura e funcdo génica.
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ANEXO A - DADOS DE TAXONOMIA, NUMERO DE GENES DA CATALASE POR

ESPECIE E DISTRIBUICAO DE CLADOS COM BASE NA FILOGENIA.

Clado
Ordem Espécies Acrénimo  Mumero de genes CAT2 CAT3I CAT1  CAT4
Amborellales Amborella trichapoda At 2 0 0 2 0
- Ensete ventricasum Ev 4 0 2 2 0
Zingiberales Musa acuminata Ma 4 0 2 2 0
Zoyzia japonica Zj 2 1 0 1 0
Oropetuim thomaeum Ot 3 1 1 1 0
Zeg mays Zm 3 1 1 1 0
Sorghum bicolor 23] 3 1 1 1 0
Dichanthelium digosanthes Do 2 1 1 0 0
Setaria ifalica Si 3 1 1 1 0
Panicum hallii Ph 3 1 1 1 0
Laersia perriern Lp 3 1 1 1 0
FPoales QOrysa sativa Os 3 1 1 1 0
Brachypodium distachyon Ed 3 1 1 1 0
Dactylis glomerata Dal 3 1 1 1 0
Haordeum vulgare Hw 2 1 0 1 0
Aegilopsis tauschi Ata 3 1 1 1 0
Ananas comosus Ac 3 1 1 1 0
Saccharum hybrid culfivar Shc 2 0 1 1 0
Secale cereaie Sc 2 0 1 1 0
Triticum uraru Tu 2 0 1 1 0
Asparagales Dendrobium cafenatum Dc 2 0 1 1 0
Phoenix dactylifera Pd 2 0 1 1 0
Arecales Elaeis guinsensis Eg 3 0 1 2 0
Dioscoreales Dioscorea alata Da 2 0 1 1 0
Alismatales Zostera manna Zmar 1 0 0 1 0
Proteales MNelumbo nucifera Nn 2 0 0 2 0
Cucurbita moschata Cmo 3 0 0 1 2
Cucurbitales Citruilus lanatus Cla 3 0 0 1 2
Cucumis meio cm 3 0 0 1 2
Quercus suber Qs 2 0 0 0 2
Castanea mollissima Cmol 3 0 0 0 3
Fagales Betula penduia Bp 2 0 0 0 2
Juglans regia Jr 3 0 0 0 3
Ficus carica Fc 2 0 0 1 1
Ziziphus jujuba Zju 1 0 0 0 1
Humulus lupulus HI 2 0 0 0 2
Cannabis safiva Csat 2 0 0 0 2
Rosales Prunus persica Pper 2 0 0 0 2
Malus domestica mMd 2 0 0 0 2
FRosza multiflora Rm 1 0 0 0 1
Fragaria vesca Fv 1 0 0 0 1
Arachis ipaensis Al 2 0 0 1 1
Lupinus angustifolivs La 2 0 0 0 2
Trifolium pratense Tpr 1 0 0 0 1
Medicago truncatuia it 1 0 0 0 1
Cicer arigtinum Ca 1 0 0 0 1
Fabales Lotus japonicus Lj 1 0 0 0 1
Vigna radiata Vr 2 0 0 0 2
Fhaseoius vulgaris Pv 2 0 0 0 2
Glycine max Gm 4 0 0 0 4
Cajanus cajan Cc 2 0 0 0 2
Oxalidales Cephalotus fallicularis Cf 1 0 0 0 1
Ricinus communis Rc 3 0 0 2 2
Jafrapha curcas Jo 3 0 0 1 2
A Manihot escuienta Me ] 0 0 2 4
Malpighiales Hevea brasiliensis Hb 3 0 0 1 2
Salix purpurea Spur 3 0 0 1 2
Populus trichocarpa Pt 2 0 0 1 1
Aquilaria agallocha Aag 3 0 0 0 3
Durio zibethinus Dz 3 0 0 1 2
Caorchorus capsuiars Ccap 2 0 0 1 1
Malvales Herrania umbratica Hu 2 0 0 2 2
Theobroma cacao Tc 2 0 0 2 2
Gossypivm arbareum Gar 3 0 0 0 3




Clado
Ordem Espécies Acronimo__ Mimero de genes  CAT2 CAT3 CATH CAT4
Tarenaya hasselenana Th 5 0 0 ] 0
Barbarea vulgarnis Bv 2 0 0 2 0
Euclidium syriacum Esy 3 0 0 3 0
Eufrema salsugineum Es 3 0 0 3 0
Thiaspi arvence Ta 2 0 0 2 0
Schrenkiella parvula Sp 2 0 0 2 0
Conringia planisiigua Cpl 2 0 0 2 0
Brassicales Sisymbrium ifio Sir 2 0 0 2 0
Raphanus sativus Rsat 5 0 0 ] 0
Brassica oleracea Bol 7 0 0 7 0
Arabis aipina Aal 2 0 0 2 0
Capsella rubella Cr 2 0 0 2 0
Boechera siricla Bz 2 0 0 2 0
Arabidopsis thallana Ath 3 0 0 3 0
Carica papaya Cpa 3 0 0 1 2
) Azadirachfa indica Ain 2 0 0 0 2
Sapindales Cifrus sinensis Csi 2 0 0 0 2
NMetrosideros polymaorpha Mp 3 0 0 0 3
Myrtales Eucalyptus grandis Ear 3 0 0 0 3
Vitales Vitis vinifera Vv 2 0 0 1 1
Fagopyrum fataricum Ft 1 0 0 1 0
Spinacia oleracea Sol 2 0 0 2 0
Caryophyllales Chenopodium quinoa Cq 3 0 0 3 0
Beta vulgaris Bwul 2 0 0 2 0
Ericales Primula veris Pyer 2 0 0 1 1
Rhazya stricta Rst 3 0 0 1 2
Gentianales Catharanthus roseus Cra 2 0 0 1 1
Coffea arabica Car 4 0 0 2 2
Olea europaea e 3 0 0 0 3
Fraxinus excelsior Fex 2 0 0 0 2
Lamiales Ocimum !eﬁm‘ﬁorum Ote 2 0 0 0 2
Darcoceras hydromefricum Dhy 1 0 0 0 1
Erythranthe guttata Equt 2 0 0 0 2
Genilsea aurea Gau 1 0 0 0 1
Nicotiana sylvestrs MNeyl 3 0 0 0 3
Ipomoea il Ini 4 0 2 2 0
Nicofiana tabacum Mtab 3 0 0 1 2
Solanales Solanurm tuberosum Stub 3 0 0 1 2
Solanum lycopersicum Sly 3 0 0 1 2
Capsicum annuum Can 3 0 0 1 2
Silybum marianum Smar 3 0 0 0 3
Cynara carduncuius Ccar 4 0 0 0 4
Asterales Lactuca sativa Lsat 2 0 0 0 2
Helianthus annuus Han 5 0 0 0 5
Carthamus tiuctorius Ctiu 3 0 0 0 3
Apiales Daucus carofa Dcar 5 0 0 0 5

Fonte: dados da pesquisa.
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