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RESUMO

Existem diversos tipos de moléculas que sdo importantes no sistema imune inato dos
organismos vivos, dentre elas os peptideos antimicrobianos (AMPs). Os AMPs sao moléculas
de baixo peso molecular que atuam na defesa do hospedeiro contra patégenos. Devido as suas
propriedades, eles tém sido apontados como uma possivel solu¢do para minimizar os efeitos
negativos de agentes patogénicos, podendo ser aplicados no desenvolvimento de plantas mais
resistentes a patdgenos e de novos antibidticos. Dentre as familias de peptideos antimicrobianos
encontradas, temos as Snakinas, que desempenham atividades antibacterianas e antifingicas,
além de estarem envolvidas no crescimento e desenvolvimento das plantas. No entanto,
Snakinas nunca foram analisadas nas espécies de plantas mais antigas. Dessa forma, o presente
estudo objetivou identificar e caracterizar in silico os genes codificadores de Snakinas nos
seguintes grupos: algas verdes, briofitas (Hornworts, Marchantiales e Pelliales) e ptedridofitas
(Equisetales, Osmundales, Plagiogyriales e Salviniales). Através de ferramentas da
bioinformatica, como o banco de dados /000 plants, softwares como o Blast2GO, MEGA X e
o SWISS-MODEL foi possivel encontrar as sequéncias equivalentes a familia das Snakinas.
Foram identificados 50 genes de Snakinas, distribuidos em todas as linhagens vegetais
analisadas. Com base nos resultados obtidos foi possivel visualizar a evolugdo destes genes na
linhagem vegetal, desde algas mais primitivas. No presente estudo também foi demonstrado a
identificacdo e caracterizagdo dos genes codificadores de AMPs da familia das Snakinas, os
produtos expressos, as estruturas tridimensionais, a andlise os dominios conservados e a
ancestralidade dessas Snakinas comparadas com outras plantas por meio de arvore filogenética,
todas elas possuindo duas a-hélices longas e seis ligagdes de dissulfeto entre as 12 cisteinas. A
identificagdo de genes codificadores da familia das Snakinas em plantas primitivas pode
contribuir para o entendimento de seus respectivos aspectos evolutivos, possibilitando avangos
no entendimento do funcionamento de peptideos antimicrobianos e suas diversas aplicagdes
biotecnoldgicas. E em virtude das consideragdes acima, tal estudo fornece uma nova
perspectiva sobre as relagdes evolutivas das Snakinas no Reino Vegetal e sua relagdo com as
circunstancias de sobrevivéncia e adaptacao das plantas.

Palavras-chave: Peptideos Antimicrobianos. Snakinas. Bioinformatica. Andlise Filogenética.



ABSTRACT

There are several types of molecules that are important in the innate immune system of living
organisms, they are antimicrobial peptides (AMPs). AMPs are low molecular weight molecules
that act in the defense of the host against pathogens. They have been identified as a possible
solution to minimize the negative effects of pathogens, which can be known in the development
of plants more resistant to pathogens and new antibiotics. Among the families of antimicrobial
peptides found, we have Snakin, which perform antibacterial and antifungal activities, in
addition to being involved in plant growth and development. However, Snakin have never been
analyzed in the oldest plant species. Thus, the present study aimed to identify and characterize
in silico the genes encoding Snakinas in the following groups: green algae, bryophytes
(Hornworts, Marchantiales and Pelliales) and ptedridophytes (Equisetales, Osmundales,
Plagiogyriales and Salviniales). Through bioinformatics tools, such as the 1000 plants database,
software such as Blast2GO, MEGA X and SWISS-MODEL, it was possible to find as
sequences equivalent to the Snakin family. 50 Snakinas genes were identified, distributed in all
the vegetal lines analyzed. Based on the results obtained, it was possible to visualize the
evolution of these genes in the plant line, from more primitive algae. In the present study, it
was also characterized the identification and characterization of the AMP encoding genes of
the Snakin family, the expressed products, the three-dimensional structures, the analysis of the
conserved domains and the ancestry of these Snakin in comparison with other plants through
phylogenetic tree, all of them having two long a-propellers and six disulfide bonds between the
12 cysteines. Identification of the AMP encoding genes of the Snakin family genes in primitive
plants may contribute to the understanding of their respective evolutionary aspects, enabling
advances in the understanding of the functioning of antimicrobial peptides, and their diverse
biotechnological applications. Our study provides a new perspective on the evolutionary
relationships of Snakin in the Kingdom Vegetable and their relationship to the circumstances
of plant survival and adaptation.

Keywords: Antimicrobial Peptides. Snakinas. Bioinformatics. Phylogenetic Analysis.
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1 INTRODUCAO

Hé4 aproximadamente 450 milhdes de anos, as plantas evoluiram de uma alga
Charophyceae ancestral com caracteristicas biologicas, celulares e bioquimicas (LIGRONE,
2019). Varias adequagdes fisioldgicas e quimicas das algas resultaram na passagem da vida
aquatica para a terrestre, € varias evidéncias propdem que elas desenvolveram um estilo de vida

terrestre de forma independente (VRIES; ARCHIBALD, 2018).

Acredita-se que uma alga ancestral antes da origem das plantas terrestres, pode ter
contribuido com as mais variadas adaptacdes que estao relacionadas com a evolugdo das plantas
para a terra, por exemplo, a obtencdo de paredes celulares, resisténcia a patdogenos e adaptacao
a altas radiagdoes (BOWMAN; SAKAKIBARA; FURUMIZU; DIERSCHKE, 2016). Portanto,

toda a flora terrestre € proveniente de um unico clado dentro das plantas.

Ao longo do processo evolutivo, as plantas estiveram constantemente expostas a varias
situacdes de estresse e de fatores quimicos e fisicos desfavoraveis no ambiente, envolvendo a
presenga um vasto numero de organismos fitopatogé€nicos. Desse modo, para a sobrevivéncia,
as plantas necessitam de mecanismos eficientes de defesa (CASTRO; FONTES, 2005). As mais
variadas estratégias de defesa desenvolvidas pelo Reino Vegetal durante a sua evolugao fizeram
com que a suscetibilidade se tornasse uma exce¢do enquanto a resisténcia, uma regra
(MACCARI; MARIAGRAZIA; NIFOSI, 2015). A evolugdo das plantas e os incessantes
desafios expostos a sobrevivéncia foram responsaveis pelo desenvolvimento de um sistema de
defesa eficiente baseado na sintese de metabolitos secundarios, como fendis, terpendides,
quininos e taninos (BENKO-ISEPPON et al., 2010). Adicionalmente, os vegetais sintetizam
além dos metabolitos secundarios, os peptideos antimicrobianos (AMPs). Devido a capacidade
de se relacionar com diversos alvos, desde bactérias Gram-positivas e negativas, leveduras,
fungos, virus e protozoarios, os AMPs sdo classificados como proteinas promiscuas
(PELEGRINI et al., 2011). E como uma alternativa para controlar tais agentes patogénicos
citados anteriormente, os AMPs sdo uma possivel solugdo para minimizar os efeitos negativos
dos mesmos, para isso a ciéncia busca através da pesquisa, plantas mais resistentes via
melhoramento genético e transgenia, além de investirem em uma formula¢do para novos
antibioticos (KEYMANESH; SOLTANI; SARDARI, 2009; LI et al., 2017).

Os AMPs de plantas sdo classificados com base em sua estrutura, sendo ricos em

cisteinas que formam multiplas ligacdes dissulfeto (GOYAL; MATTOO, 2016).



As snakinas - classificadas como membros da familia Snakin/GASA (SEGURA et al.
1999; BERROCAL-LOBO et al. 2002), devido a sua variedade funcional, vém recebendo um
crescente destaque, além de atuarem como efetores do crescimento e de divisdo celular. Os
peptideos membros da familia Snakin/GASA sdo expressos em diversos tecidos (desde as raizes
até as flores). Sua estrutura primaria € composta por trés motivos principais: (1) um peptideo
sinal na regido N-Terminal, que pode conter de 18-29 residuos de aminodacidos, (2) uma regiao
variavel que possui entre 7-31 residuos de aminoacidos € o dominio C-Terminal GASA,

composto por 60 aminoacidos em C-terminal, e regido conservada com 12 cisteinas (ROXRUD

et al 2007; FAN et al. 2017).

Desse modo, devido a sua variedade funcional e as suas caracteristicas, as Snakinas se
destacam com alvos biotecnologicos relevantes para uso tanto no desenvolvimento de novos

farmacos, como na transformagao de plantas (Oliveira-Lima et al., 2017).

Atualmente, os estudos que utilizam as ferramentas computacionais, nesse caso a
bioinformatica sdo imprescindiveis para a manipulag¢ao dos dados biologicos, e abordagens in
silico para analise de peptideos antimicrobianos, representando um pré-requisito de destaque
para posterior validagdo experimental dos resultados. Portanto, a identificacdo de genes de
Snakinas em plantas primitivas podera colaborar para o entendimento dos seus aspectos
evolutivos, viabilizando progressos no uso de peptideos antimicrobianos em iniimeras

aplicagdes biotecnologicas. (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Peptideos antimicrobianos

As plantas, durante o seu processo evolutivo, adquiriram uma vasta gama de
mecanismos de defesas para resistir a fatores bidticos (agentes patogé€nicos, como fungos,
bactérias e virus) e abiodticos (estresses quimico e fisico, como secas, frio, poluentes, metais
pesados e estresse salino). Por exemplo, apds a contaminagao por algum agente patogénico, as
plantas acionam um conjunto de genes associados a resisténcia sistémica adquirida (STINTZI
et al., 1993), onde uma cascata complexa de moléculas ¢ sintetizada para reter o invasor. Sao

conhecidas, pelo menos, 17 familias de genes que expressam uma extensa gama de mecanismos
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moleculares de defesa, incluindo a produgdo de AMPs (AERTS et al., 2008; LAMKE;
BAURLE, 2017).

Os AMPs sao moléculas onipresentes, as quais desempenham um papel importante
como defesa do organismo contra pragas e patogenos. Embora a maioria desses AMPS sejam
classificados de acordo com sua estrutura, nesse caso, os peptideos lineares de animais, insetos
e plantas, apresentam um tamanho pequeno e sequéncia variavel de aminoacidos. Além disso
eles sdo anfipaticos, carregados eletricamente, ricos em determinado tipo de aminodacidos e
podem ser classificados em varias classes e subclasses (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK,
2006). De acordo com Maria-Neto (2011), os peptideos antimicrobianos sdo classificados
conforme sua estrutura e composi¢do, como peptideos lineares, peptideos ricos em glicina e
prolina e peptideos estabilizados com cisteinas.

No geral, os AMPs das plantas compartilham diversos atributos comuns com os de
microrganismos, animais e insetos. Dentre eles podemos citar que a maioria dos AMPs
apresenta de 10 a 50 aminoacidos de comprimento; peso molecular de aproximadamente 10
kDa; carga liquida positiva devido aos aminoéacidos apolares serem hidrofobicos; podem ser
expressos de forma constitutiva ou induzida, e possuem residuos de cisteina que estabilizam a
estrutura da proteina por pontes dissulfeto (PELEGRINI et al., 2011). Todos esses atributos
estdo relacionados principalmente ao seu mecanismo de agdo classico, o qual exerce seu papel
no efeito geral da atividade antimicrobiana. (BAHAR; REN, 2013).

A carga liquida e a natureza anfipatica estdo relacionadas aos mecanismos de agao dos
AMPs, nas quais propiciam a perturbagdo da membrana celular bacteriana. Segundo Mahlapuu
et al. (2016), tal perturbacdo acontece devido as forcas eletrostaticas entre os residuos de
aminoacidos positivos com as cargas negativas dos lipideos da membrana celular. Isso acarreta
a forma¢do de poros, a saida do conteudo celular e, por conseguinte, a morte do agente
patogénico.

Os AMPs podem exercer diversas funcionalidades nas mais variadas condigdes
ambientais, propriedade conhecida como “promiscuidade peptidica” (FRANCO, 2011). Tais
peptideos foram isolados de diversas fontes, em todos os reinos da vida (SILVA et al., 2011;
BROGDEN, 2005) e, os mesmos podem ser classificados em dois vastos grupos, isto ¢, de
acordo com a presenga ou auséncia de pontes dissulfeto (BROGDEN, 2005).

No caso de AMPs livres de pontes de dissulfeto, eles sdo compostos sobretudo por
estruturas a-helicoidal e peptideos ndo estruturados, ao passo que os peptideos estabilizados
por cisteina sdo formados por varias classes, as quais sdo subdivididas de acordo com os seus

padrdes de pontes de dissulfeto. Porém, devido essa alta versatilidade, a classificacdo em
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familias desses AMPs vegetais ¢ complexa. Geralmente os peptideos sdo classificados por:
posicdes das pontes de dissulfeto, o numero e o espagamento de residuos de cisteina, estrutura
secundaria e tridimensional e os tipos de aminoacidos na sequéncia. De acordo com Nawrot et
al. (2014), diversas familias de peptideos antimicrobianos vegetais foram caracterizadas e até
mesmo identificadas ao longo desses ultimos anos, por exemplo as defensinas, a-hairpinin,
heveinas, tioninas, ciclotideos, proteinas de transferéncia de lipideos ndo-especificas e
Snakinas.
As principais familias de AMPs vegetais com esses critérios (Tabela 1) apresentam as

seguintes caracteristicas (TAM et al.; 2015):

e Possuem tamanho mediano;

e Apresentam entre duas a seis ligacdes de pontes dissulfeto intramoleculares;

e Similaridade de aminoéacidos baseados no motivo Cys e sdo conservados na

estrutura se secundaria e terciaria;

¢ Dispdem de estabilidade estrutural devido as liga¢des de pontes dissulfeto;

e Apresentam numero de residuos Cys variados;

e Possuem estrutura compacta, com alta estabilidade quimica, térmica e

enzimatica.
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Tabela 1. Principais familias de AMPs de plantas.

S Representacio das familias
Peptideo S AA i : Estrutura
N Nome No Motivo dissulfeto
6CTionina 3 Crambin 46 S e~ i Gamma (D) fold
8CDefensina 4 NaD1 47 i = = | CSap motif
10C-Defensina 5 PhD1 47 2'°| -3-c| M&éi's Lann -s-c-1-cl-3-cl pl-coil-o-B2-p3
6C-Heveina 3 Ac-AMP1 29 3-C-I-C-4-C-D-c-5-c-5j-1 Gly & Cys tigh
8C-Heveina 4 Hevein 43 2-c-a-c-4-c-o4:-ﬁﬁ-s-q-3-c-z Cesits al Bs i j : & (short
10C-Heveina s EAFP1 41 2.C-3-G-3-C4-C-0-C-5-C-6-C-5-C-1-C-1-C-2 helical) side coils
Knofti 3 PAFP-S 38 2-C-6-C-8-C-0-C-3-C-10-C-3 Piisrics
. . 3 Kalata B1 50 -C-3-C-4-C-4-C-1-C-4-C-3 Short P strand & coil
Cyelic Knottin [ - |
a-Hairpinin 2 Ec-AMP1 37 635130340 al-turn-o2
LTP 4 Maize LTP1 93 3-(;-9-‘:-14-6-0-(:-19-(:-1 C-22-C-13.C4 mﬂmmwm
LTP 4 WheatLTP2 67 1676136086123 6-C ladad-ot-onl
Spakina * 6 Siakin-1 63 a-f-af-32-32-322-62-2;-1;-11;-12-12-c-1 & lialices

*O motivo dissulfeto e a estrutura da Snakin-1 sdo previstos com base na modelagem de
homologia.

Fonte: Adaptado de TAM et al.; (2015).

2.2 Snakinas em plantas

Os AMPs da familia das Snakinas foram isolados, primeiramente, de tubérculos de
batata (Solanum tuberosum), chamados de snakina-1 (63 aa) e snakina-2 (66 aa), com 12
cisteinas formando 6 pontes dissulfeto (PADOVAN; SCOCCHI; TOSSI, 2010). A estrutura
das Snakinas tem duas a-hélices longas estabilizadas por ligacdes dissulfeto (PORTO;
FRANCO, 2013).

Conforme Silverstein et al. (2007), as Snakinas foram classificadas em um amplo grupo
de peptideos ricos em cisteina (CRPs), e tanto o nimero quanto a disposi¢ao dos residuos de
cisteinas distingue as classes de CRPs das demais, como por exemplo tioninas, proteinas de
transferéncia de lipideos e defensinas.

Os genes das Snakinas codificam pequenas proteinas onde trés dominios eminentes
podem ser definidos: 1) um peptideo de sinal putativo com 18-29 residuos; 2) uma regiao
variavel exibindo elevada divergéncia entre os membros da familia, tanto no comprimento de

sequéncia € na composi¢ao de aminoacidos; e 3) uma regido C-terminal de cerca de 63



13

aminoacidos com 12 residuos de cisteina em posicdes conservadas nomeada dominio GASA
(AUBERT et al., 1998).

O numero de aminoacidos € uma caracteristica que diferencia as subfamilias das
Snakinas. Na Snakina-1, pode-se observar que ¢ um peptideo antimicrobiano rico em cisteinas,
com um pH altamente basico, um pl de 8,98 e com 63 aminoacidos (AA). Em relagdo a
estrutura tridimensional, a mesma ¢ composta por duas longas hélices e com seis ligagdes
dissulfeto. J4 na subfamilia da Snakina-2, as mesmas apresentam 38% de identidade com os
aminoacidos da SN1 e na Snakina-3, também nomeada de dominio GASA, devido a sua
similaridade com membros da familia GASA (Gibberellic Acid Stimulated, de Arabidopsis)
(BERROCAL-LOBO et al. 2002).

Um fato importante ¢ que, a conservagao das posi¢des e numero das cisteinas, ao longo
da evolucdo sugere que esses residuos desempenham um papel central na fungao das Snakinas
(BEN-NISSAN et al, 2004), sendo fundamentais para as atividades antibacterianas,
antifungicas e antioxidantes (RUBINOVICH et al., 2014). Além disso, as Snakinas estdo

envolvidas em diversos aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas.

2.3 Bioinformatica e genémica

A bioinformatica ¢ uma nova area que disponibiliza uma gama de dados gendmicos
obtidos por sequenciamento, além de ser uma ciéncia com aplicagdes de técnicas
computacionais que permitem manipular, analisar, organizar e armazenar dados biologicos.
Nesta nova area da ciéncia foram criados uma vasta quantidade de programas, banco de dados
e algoritmos (NAVLAKHA; BAR-JOSEPH, 2011).

Atualmente, nesse ramo existem algumas plataformas digitais extremamente populares
como por exemplo: O BLAST e o Genbank. O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
¢ uma ferramenta disponivel em muitos sites, inclusive no banco de dados CNGB - China
National GeneBank, o qual busca encontrar regides de similaridade entre as sequéncias
biologicas. Ou seja, compara a sequéncia de interesse (query) de nucleotideos ou aminoacidos
com um banco de dados, seja ele protedmico ou genomico e, posteriomente, calcula a
significancia estatistica da mesma. J4 o GenBank, disponivel na plataforma do NCBI - National
Center for Biotechnology Information, ¢ um banco de dados biologicos onde armazena dados

e informacdes de grande parte das sequéncias genéticas publicamente disponiveis.



14

As ferramentas da Bioinformatica, além de terem um papel indispensavel nas mais
variadas andlises dos dados de genomas, proteomas, metabolomas e transcriptomas, podem
ajudar a diminuir o custo e até mesmo o tempo de diversas pesquisas cientificas.

Além do mais, tais ferramentas sao primordiais para a identificagdo e caracterizacao dos
genes codificadores de AMPs, os produtos expressos, os aspectos funcionais, as estruturas

tridimensionais e os dominios conservados (PESTANA-CALSA; RIBEIRO; CALSA, 2010).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e analisar os genes codificadores dos AMPs da familia das Snakinas na

linhagem vegetal, desde algas verdes até pteridofitas.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar, através de analises in silico, a presenca de genes codificadores de
AMPs da familia Snakinas expressos nos grupos vegetais, de algas verdes até
pteridofitas e seus dominios conservados;

e (lassificar os genes encontrados de acordo com as suas subfamilias;

e Comparar as sequéncias de peptideos encontradas com os peptideos
antimicrobianos da familia das Snakinas descritos em Angiospermas;

e Analisar a estrutura 3D desses AMPs;

e Verificar através de um estudo filogenético a evolucdo das Snakinas

identificadas e sua distribuicdo nos diferentes grupos vegetais.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Busca pelas sequéncias de proteinas Snakinas em banco de dados

Inicialmente, foram realizadas revisdes na literatura cientifica para identificar genes

codificadores de peptideos antimicrobianos da familia das Snakinas ja caracterizados em outras

plantas. As sequéncias indicadas nas referéncias bibliograficas foram obtidas nos bancos de
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dados The Universal Protein Resource - UniProt e National Center for Biotechnology
Information — NCBI. Foram obtidas sequéncias da familia das Snakinas do tipo I, Il e III (Tabela

2). As sequéncias obtidas foram salvas no formato FASTA.

Tabela 2. Codigo de acesso das sequéncias de proteinas das Snakinas usados como “query”.

Plantas Snakina-1 Snakina-2 Snakina-3
Anthurium amnicola AOA1D1XY22
Arabidopsis thaliana NP _001077504.1 P46690; Q6GKX7
Capsicum annuum XP 016539896.1
Medicago sativa JQ517286.1 U3alyl
Petunia hybrida Q93WR4; CAA60677.1
Solanum bulbocastanum D3G6B9

Solanum tuberosum NW_006239304.1 Q93X17

Fonte: Propria autora.
4.2 Alinhamento local das sequéncias de proteinas Snakinas

As sequéncias de peptideos das Snakinas foram submetidas ao algoritmo TBLASTN no
banco de dados 1000 plants, localizado no China National GeneBank - CNGB. O alinhamento
local foi realizado contra cada genoma disponivel nas seguintes linhagens vegetais: algas
verdes, bridfitas e pteridofitas (Tabela 3). Os resultados das analises foram organizados em

arquivos FASTA e que foram utilizados em todas as analises seguintes.

Tabela 3. Numero de genomas de cada grupo utilizado para construg¢ao dos bancos de dados.

N° de genomas

Algas verdes 168
Briofitas 82
Pteridéfitas 98
Total 416

Fonte: Propria autora.
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4.3 Analises dos dominios conservados

Usando o programa BLAST2GO (versao 5.1.2) (CONESA; GOTZ, 2005), as
sequéncias de nucleotideos dos genes de Snakinas foram submetidas ao alinhamento BLASTx
e posteriormente analisadas pelo InterProScan (Tabela 6,7,8,9 e 10). Esta analise permitiu a
identificacdo dos dominios conservados da familia das Snakinas. As sequéncias que nao
apresentaram dominios conservados foram descartadas e ndo participaram das analises

posteriores.

4.4 Obtencao das sequéncias de aminoacidos

As sequéncias de nucleotideos oriundas do BLAST2GO foram submetidas ao ORF
Finder - Open Reading Frame Finder na plataforma do NCBI para a obtencdo das sequéncias
de aminoacidos. Para cada ORF gerada foi realizado o BLASTp contra o banco de proteinas
ndo redundantes (NR) e foram registradas somente aquelas que apresentaram o dominio

conservado referente a familia das snakinas.

4.5 Alinhamento global de Snakinas

O alinhamento multiplo de todas as sequéncias selecionadas foi feito através da
ferramenta Muscle (EDGAR, 2004), do software MEGA X- Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (KUMAR et al., 2018). Os arquivos de alinhamento gerados pelo Muscle foram
exportados como FASTA e submetidos ao programa BioEdit (versdo 7.2.6.1) para um melhor

aperfeicoamento dos alinhamentos manuais € melhor visualizagao entre as sequéncias.

4.6 Classificacao das Snakinas

As sequéncias das Snakinas foram classificadas em suas respectivas subfamilias através
de arvores filogenéticas. Para elaboracdo das arvores filogenéticas, os alinhamentos foram
submetidos ao programa MEGA X - Molecular Evolutionary Genetics Analysis (KUMAR et
al., 2018). A arvore foi construida com o método Neighbor-joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987),
modelo Jones-Taylor-Thornton (JTT), com teste de filogenia pelo método bootstrap com 1000

repeticdes.
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4.7 Analises estruturais

Para a modelagem e visualizagdo das estruturas 3D dos peptideos antimicrobianos da
familia das Snakinas, foi utilizado o programa SWISS-MODEL (SCHWEDE et al., 2003). Em
tal programa as sequéncias foram modeladas e comparadas com outros modelos ja existes de

snakinas no banco de dados do proprio site.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo de Snakinas expressas no Reino Vegetal

Dados transcriptomicos do banco de dados /000 Plants foram usados para identificar
Snakinas expressas em diferentes linhagens vegetais. No presente estudo, foram identificadas
50 possiveis sequéncias de Snakinas, salientando a descoberta inédita desses genes em espécies
de algas verdes, briofitas, isoetales e pteridofitas. O nimero de genes de Snakinas identificados
varia de 6 em algas verdes a 24 em pteridofitas (Tabela 4). Tais resultados evidenciam a
presenga de genes de Snakinas desde as plantas mais primitivas, como as algas verdes, além de
uma diversidade de niimero de genes de Snakinas identificados nas diferentes linhagens
vegetais. Os dados mostram que o nimero de Snakinas, desde organismos aquaticos até as
plantas vasculares demonstram uma tendéncia de aumento do nimero de genes ao longo do
processo evolutivo. Um nimero maior de sequéncias foi identificado, porém as sequéncias que
ndo apresentaram os dominios conservados de Snakinas ou apresentavam estarem incompletas
foram retiradas das andlises subsequentes. Os resultados do BLASTx e analise de dominios

conservados para todas as sequéncias completas estdo nas tabelas 5 a 7.

Tabela 4. Nimero de genomas de cada grupo utilizado para construgdo dos bancos de dados

Genes
encontrados
Algas Verdes 6
Bridfitas 20
Pteridofitas 24
TOTAL 50

Fonte: Propria autora.



Tabela 5. Sequéncias de proteinas de Snakinas encontradas em algas verdes.
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SeqName Description Length e-Value Similaridade  InterPro
IDs

onekp WDWX  scaffold 2002336 gibberellin-regulated 367 2.87921E- 82.16 IPR003854
protein 1-like 49 (PFAM)

onekp THOI scaffold 2024897 gibberellin-regulated 452 4.45948E- 95.25 IPR003854
protein 1-like 53 (PFAM)

onekp_ ZDIZ _ scaffold 2002827 gibberellin-regulated 451 6.82643E- 81.96 IPR003854
protein 1-like 46 (PFAM)

onekp_ WDWX scaffold_2002337  gibberellin-regulated 287 1.02629E- 75.67 IPR003854
protein 1-like 27 (PFAM)

onekp UKUC _scaffold 2098914  snakin-2-like isoform 320 2.41523E- 85.43 IPR003854
X1 57 (PFAM)

onekp JMTE_scaffold_2016006  gibberellin-regulated 692 1.66918E- 75.03 IPR003854
protein 1 27 (PFAM)




Tabela 6. Sequéncias de genes codificadores de Snakinas encontradas em Bridfitas
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SeqName Description Length  e-Value Similaridade InterPro
IDs
onekp_RXRQ_scaffold 2132160 | protein GASTI1- 786 3.31639E- 77.07 IPR003854
like 22 (PFAM)
onekp_WCZB_scaffold_2111668 gibberellin- 639 2.01468E- 77.91 IPR003854
regulated protein 24 (PFAM)
4
onekp_TFDQ_scaffold_2114143 protein RSI-1 617 4.97898E- 76.44 IPR003854
61 (PFAM)
onekp_TFDQ_scaffold_2106904 Gibberellin- 398 2.44745E- 67.13 IPR003854
regulated protein 14 (PFAM)
10
onekp PYHZ_scaffold_2066312 | peamaclein-like 545 7.53029E- 77.74 IPR003854
22 (PFAM
onekp PKOX_scaffold_2092056 | peamaclein-like 626 1.14861E- 79.21 IPR003854
21 (PFAM)
onekp PKOX scaffold_2090506 gibberellin- 541 9.71666E- 71.08 IPR003854
regulated protein 25 (PFAM)
S5-like
onekp_ PKOX scaffold_2090828 Gibberellin- 556 4.04249E- 82.55 IPR003854
regulated protein 30 (PFAM)
10
onekp PYHZ_scaffold_2004815 gibberellin- 648 1.10278E- 69.83 IPR003854
regulated protein 25 (PFAM)
12-like
onekp PKOX_scaffold_2092783 gibberellin- 679 3.82045E- 72.8 IPR003854
regulated protein 24 (PFAM)
12
onekp PYHZ_scaffold_2007583 Gibberellin- 568 2.5986E- 82.96 IPR003854
regulated protein 28 (PFAM)
10
onekp PKOX scaffold_ 2092923 Gibberellin- 690 7.68169E- 72.85 IPR003854
regulated family 20 (PFAM)
protein
onekp_PYHZ_scaffold_2068297 Gibberellin- 673 1.45312E- 73.34 IPR003854
regulated family 20 (PFAM)
protein
onekp_PYHZ_scaffold_2066053 gibberellin- 532 9.97514E- 71.35 IPR003854
regulated protein 23 (PFAM)
10
onekp PKOX_scaffold 2089164 peamaclein 487 7.99826E- 69.9 [PR003854
23 (PFAM)
onekp PKOX scaffold 2008326 Gibberellin- 771 9.27848E- 63.14 IPR003854
regulated family 14 (PFAM)
protein
onekp PKOX_scaffold_2090172 Gibberellin- 527 1.60719E- 66.97 IPR003854
regulated protein 14 (PFAM)
10
onekp PYHZ_scaffold_2062874 Gibberellin 414 1.53634E- 55.29 IPR003854
regulated protein 4 (PFAM)
onekp PKOX scaffold_2091244 gibberellin- 578 1.6262E- 60.76 IPR003854
regulated protein 16 (PFAM)
7
onekp PYHZ_scaffold_2066212 Gibberellin 540 4.88234E- 60.13 IPR003854
regulated protein 17 (PFAM)
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Tabela 7. Sequéncias de genes codificadores de Snakinas encontradas em Pteridofitas.

SeqName Description Length  e-Value  Similaridade InterPro IDs

onekp JVSZ_ scaffold_2001921 gibberellin-regulated 1176 4.0268E- 63.68 IPR003854
protein 11-like 20 (PFAM)

onekp_CAPN_scaffold_2038182 gibberellin-regulated 707 7.84043E- 60.14 IPR003854
protein 3-like 20 (PFAM)

onekp_JVSZ scaffold_2126165 gibberellin-regulated 851 1.31183E- 58.4 IPR0O03854
protein 6 19 (PFAM)

onekp_JVSZ scaffold_2123096 gibberellin-regulated 594 6.93197E- 80.69 IPR0O03854
protein 23 (PFAM)

onekp_CAPN_scaffold_2037324 gibberellin-regulated 556 2.29269E- 73.9 IPR0O03854
protein 22 (PFAM)

onekp JVSZ_scaffold_2013082 gibberellin-regulated 738 2.63031E- 78.94 IPR003854
protein 6 28 (PFAM)

onekp_CAPN_scaffold_2007523 protein RSI-1 636 1.49082E- 73.84 IPR003854
28 (PFAM)

onekp_ CAPN_scaffold_2036054 Gibberellin-regulated 417 3.89879E- 72.43 IPR003854
protein 8 23 (PFAM)

onekp_JVSZ scaffold_2123783 gibberellin-regulated 641 1.78463E- 73.38 IPR0O03854
protein 4 isoform X2 22 (PFAM)

onekp JVSZ_scaffold_2008160 peamaclein-like 928 9.46905E- 71.99 IPR003854
21 (PFAM)

onekp_UOMY _scaffold_2073303 protein GAST1-like 582 3.60605E- 65.79 IPR003854
28 (PFAM)

onekp_UOMY _scaffold_2075302 protein RSI-1 824 1.7706E- 76.2 IPR003854
30 (PFAM)

onekp_UOMY _scaffold 2076516 gibberellin-regulated 1046 4.02181E- 66.01 IPR003854
protein 4-like 17 (PFAM)

onekp_ UOMY _scaffold 2008346 | snakin-2-like isoform X1 1169 1.20551E- 70.21 IPR003854
16 (PFAM)

onekp_UOMY _scaffold_2003973 gibberellin-regulated 980 4.22571E- 74.55 IPR003854
protein 10-like 22 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2017209 gibberellin-regulated 1008 1.99338E- 67.42 IPR003854
protein 11-like 18 (PFAM)

onekp_KIIX scaffold 2078601 gibberellin-regulated 502 8.19906E- 75.22 IPR003854
protein 10-like 21 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2009601 gibberellin-regulated 1319  2.08022E- 78.21 IPR003854
protein 11-like 16 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2010681 protein GAST1-like 854 1.74944E- 71.08 IPR003854
29 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2010682 protein GAST1-like 863 1.88359E- 71.41 IPR003854
29 (PFAM)

onekp_ KIIX scaffold_2012325 protein GAST1-like 922 1.17527E- 76.48 IPR003854
13 (PFAM)

onekp_KIIX scaffold_2008305 gibberellin induced 1042 7.74512E- 72.69 [PR003854
protein 26 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2022320 gibberellin-regulated 698 2.80114E- 80.27 IPR003854
protein 6-like 14 (PFAM)

onekp_CVEG_scaffold_2022319 gibberellin-regulated 944 1.01599E- 80.27 IPR003854
protein 6-like 13 (PFAM)
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Neste estudo, dentre as espécies analisadas, foram identificadas algas verdes
pertencentes as seguintes espécies: Chloromonas oogama, Pseudoscourfieldia marina, e as
demais sdo do género Dunaliella, ressaltando assim que foram encontradas em algas verdes 6
genes. Ja as espécies de briofitas com 20 genes identificados foram Phaeoceros carolinianus
sp, Monoclea gottschei sp, e algumas do género Isoetes sp. As espécies de pteridofitas com
mais genes identificados foram Azolla caroliniana sp, que apresentou 6 genes, outras 10 do
género Equisetum, 5 genes da espécie Osmunda sp e 3 da espécie Pilularia globulifera (Tabela
4).

A quantidade de genes de snakinas por espécie encontradas em grupos primitivos foram
menores, em comparagdo com o relatado em A. thaliana (15), Maga (26) (FAN et al., 2017) e
(16) em batata (NAHIRNAK et al., 2016).

5.2 Analise das sequéncias de Snakinas

Por serem altamente conservadas em termos de composi¢do de cisteinas, as Snakinas
possuem 12 cisteinas conservadas e 6 ligagdes dissulfeto que sdo responsaveis pela
estabilizagdo e pela a manuteng@o da sua estrutura tridimensional, além das suas atividades
bioldgicas (KUDDUS et al., 2016).

As sequéncias de Snakinas de algas verdes, briofitas e pteridofitas foram analisadas por
meio de alinhamentos para identificar a presenga do dominio conservado, bem como os motivos
caracteristicos de cada subclasse de Snakinas, (Figuras 1,2 e 3). Nesses alinhamentos € possivel
observar a grande conservag¢do das posigdes das cisteinas (C), mesmo comparadas com as

sequéncias referéncia das plantas angiospermas.

Figura 1. Alinhamento das Snakinas encontradas em algas verdes e seus ortélogos em plantas.

10 20 30 40 50 60
e e S I
NP_001077504.1 Arabidopsis tha CGGKCSVRCSKADRTHEECLEDC------ DICCQOKCNCVPSGTYGNKDEC-PCYRDMKNSKGGSKCP
NW_006239304.1_Solanum_tuberos CDSKCKLRCSKAG-LADRCLKYC------ ICCEECKCVPSGTYGNKHEC-PCYRDKKNSKGKSKCP
JQ517286.1 Medicago_sativa -_S SSICGORCSKAG-MKDRCMKEC-—--—— ICCGKCKCVPSGTYGNKHEC-PCYRDMKNSKGKPKCP

/GNKHEC-PCYRDKKNSKGKSKCH
SGNTQTC-PCYANMTTHGNRRKCP
NKEVC-PCYARMTTHGGKPKCP

D3G6BY9 Solanum bulbocastanum - CDSKCKLRCSKAC-LADRCLKYC-—-----
XP_016539896.1 Capsicum annuum CGGKCSARCRLSS-RPRLCKRAC--—---
AOAIDIXY22 Anthurium amnicola  CSSACATRCO

Q93X17_Solanum_tuberosum - _Sna CGGACAARCR -RPRLCNRAC—-———--— SGNTETC-PCYA! NKRKCP
U3GJY1l Petunia hybrida - Snaki CGGACAARCRLSS-RPRLCNRAC------ TCCARCNCVP NTETC-PC NKRKCP
P46690 Gibberellin-regulated p CPSECDRRCKKTQ-YHKACITFC------— NKCCRKCLCVP NKQVC- ) PKCP
Q93WR4_Gipl-like_protein_ Petun CLPQCIRRCSHTQO-YHNACMLFC------ QKCCKKCLCVP YGNKGVC-PC PKCP
Q6GKX7 Gibberellin-regulated p CPKACEYRCSATS-HRKPCLFFC-—-—---- NKCCNKCLCVPSGTYGHKEEC-PC T PKCP
CAA60677.1_gipl Petunia x hybr COPKCTYRCSKTS-FKKPCMFFC------QKCCAKCLCVPAGTYGNKQTC-PCYNN PKCP
onekp:WDWX_scaffold 2002336 _Du CGGACAARCO -RPNLCKRAC—-—-=—--— TCCARCSCVP SGNLEVC-PC NKHKCP
onekp:IHOI scaffold 2024897 Ch C CAARCRLSS-RPHLCKRAC-—----— I'CCARCNCVP NQEMC-PCYASLTT RRKCP

onekp:ZDIZ_scaffold:2002827_Du CGGACAARCOQ XRPNLCKRAC-——--—— TCCARCSCVPP NLEVC-PCYANMTTHHNKRKCP
onekp:WDWX scaffold 2002337 Du C CSARCQLSS-RPNLCORACGTCCAXGTCCARCSCVP SGNLEVC-PCYANMTTRGNKHKCP
onekp:UKUC_scaffold 2098914 Du CGGLCKORCSLHS-RPNVCNRAC------— TCCVRCKCVPPGTAGNREMCGACYTEMTTHGNRTKCP

onekp:JMTE_scaffold 2016006 _Ps CGAACVARCSLSS-RPNLCKRAC------— TCCNRCOCVPPGTAGNYEVC-PCYAAQTTRGGRPKCP



Figura 2. Alinhamento das Snakinas encontradas nas espécies de bridfitas e seus ortdlogos em plantas.

NP_001077504.1_Arabidopsis_tha
NW_006239304.1_Solanum tuberos
JQ517286.1 Medicago_sativa -_S
D3G6B9_Solanum bulbocastanum -
XP_016539896.1_ Capsicum_annuum
AOA1D1XY22 Anthurium amnicola_
Q93X17_Solanum_ tuberosum -_Sna
U3GJY1l_Petunia hybrida -_Snaki
P46690_Gibberellin-regulated p
Q93WR4_Gipl-like protein_Petun
Q6GKX7_Gibberellin-regulated p
CAA60677.1_gipl Petunia x hybr
onekp:RXRQ scaffold ! 2132160 _Ph
onekp:WCZB_: scaffold 2111668_ Ph
onekp:TFDQ_scaffold ! 2114143 Mo
onekp:TFDQ_scaffold ! | 2106904 1 Mo
onekp:PYHZ_scaffold;2066312_Is
onekp:PKOX scaffold 2092056 Is
onekp:PKOX scaffold 2090506_Is
onekp:PKOX scaffold 2090828 Is
onekp:PYHZ scaffold 2004815 Is
onekp:PKOX scaffold 2092783 Is
onekp:PYHZ scaffold 2007583 Is
onekp:PKOX scaffold 2092923 Is
onekp:PYHZ scaffold 2068297 _Is
onekp:PYHZ scaffold 2066053 Is
onekp:PKOX scaffold 2089164_Is
onekp:PKOX scaffold 2008326 Is
onekp:PKOX scaffold 2090172_Is
onekp:PYHZ scaffold 2062874_Is
onekp:PKOX scaffold 2091244 Is
onekp:PYHZ scaffold 2066212 _Is

Figura 4. Alinhamento das Snakinas encontradas nas espécies de pteridofitas e seus ortdlogos em plantas.

NP_001077504.1_ Arabidopsis_tha
NW 006239304.1 Solanum tuberos
JQ517286 l_Medlcago_satlva_—_S
D3G6BY9 Solanum bulbocastanum -
XP_016539896.1 Capsicum annuum
AQOA1DIXY22 Anthurium_amnicola_
Q93X17_Solanum_tuberosum_-_Sna
U3GJY1l Petunia_hybrida - Snaki
P46690 Glbberellln regulated P
Q93WR4 Glpl like protein Petun
Q6GKX7_Gibberellin-regulated p
CAR60677.1 gipl Petunia x hybr
onekp:JVSZ_scaffold 2001921 Eq
onekp:CAPN scaffold 2038182 Eq
onekp:JVSZ scaffold 2126165 Eq
onekp:JVSZ_scaffold 2123096 Eq
onekp:CAPN scaffold 2037324 Eq
onekp:JVSZ_ scaffold 2013082_Eq
onekp:CAPN scaffold 2007523 Eq
onekp:CAPN scaffold 2036054 Eq
onekp:JVSZ_scaffold 2123783 Eq
onekp:JVSZ scaffold 2008160 Eq
onekp:UOMY_scaffold 2073303 _Os
onekp:UOMY scaffold 2075302 0Os
onekp:UOMY scaffold 2076516 Os
onekp:UOMY_scaffold_2008346_Os
onekp:UOMY scaffold 2003973 Os
onekp:CVEG_ scaffold 2017209 . Az
onekp:KIIX scaffold 2078601 Pi
onekp:CVEG scaffold 2009601 Az
onekp:CVEG_scaffold_20lO681_Az
onekp:CVEG scaffold 2010682 Az
onekp:KIIX scaffold 2012325 _Pi
onekp:KIIX scaffold . 2008305 Pi
onekp:CVEG scaffold 2022320 Az
onekp:CVEG_scaffold_2022319_Az

10 20 30 40 50 60
S e e e I [T I I
CGGKCSVRCSKADRTHEECLEDCDICCQKCNCVPSGTYGNKDECPCYRDMKNSKGGSKCP
CDSKCKLRCSKAG-LADRCLKYCGICCEECKCVPSGTYGNKHECPCYRDKKNSKGKSKCP
CSSICGQRCSKAG-MKDRCMKEFCGICCGKCKCVPSGTYGNKHECPCYRDMKNSKGKPKCP
CDSKCKLRCSKAG-LADRCLKYCGICCEECKCVPSGTYGNKHECPCYRDKKNSKGKSKCH
CGGKCSARCRLSS-RPRLCKRACGTCCARCNCVPPGTSGNTQTCPCYANMTTHGNRRKCP
CSSACATRCQLSS-RPNLCMRACGTCCHRCNCVPPGTSGNKEVCPCYARMTTHGGKPKCP
CGGACAARCRLSS-RPRLCNRACGTCCARCNCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP
CGGACAARCRLSS-RPRLCNRACGTCCARCNCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP
CPSECDRRCKKTQ-YHKACITFCNKCCRKCLCVPPGYYGNKQVCSCYNNWKTQEGGPKCP
CLPQCIRRCSHTQ-YHNACMLFCQKCCKKCLCVPPGEYGNKGVCPCYNNWKTKEGGPKCP
CPKACEYRCSATS-HRKPCLFFCNKCCNKCLCVPSGTYGHKEECPCYNNWTTKEGGPKCP
CQPKCTYRCSKTS-FKKPCMEFFCOKCCAKCLCVPAGTYGNKQTCPCYNNWKTKEGGPKCP
CIPACDFRCSKAS-KSKPCHKYCLLCCQKCNCVPPGTYGNKEVCPCYNNMRNARGGPKCP
CASACNFRCSKAS-KSKPCHKYCNLCCQOKCNCVPPGTYGNKEVCPCYNNMRNDRGGPKCP
CGPACSKRCSATQ-HLNACMYFCEYCCARCLCVPPGTYGNKETCPCYNSMTTKEGKPKCP
CPKRCEDRCAPSG-AHVRCVSYCSMCCNTCKCVPPRGSKGKDECPCYRDWKNSKGGAKCP
CSSLCTSRCEVAS-LOKRCLKYCGLCCDECKCVPSGHQGNKDECPCYRDKKNSKLGPKCP
CSSLCASRCEVAS-LOKRCLKYCGLCCDECKCVPSGHQGNKDECPCYRDKKNSKLGPKCP
CAAACDYRCSKAS-FQDRCLKYCNICCADCNCVPPGTAGNKEVCPCYNDKKNSKGGPKCP
CGSACNYRCSKAS-GHDRCIKYCNICCGKCNCVPPGTAGNKEACPCYNDMKNSKGGPKCP
CGAACDYRCSLAS-KHKPCIKYCNLCCOKCLCVPPGTYGHKQACPCYASMRNARGGNKCP
CGAACDYRCSLAS-KHKPCIKYCNLCCQOKCLCVPPGTYGHKQACPCYASMRNARGGNKCP
CASACDYRCSKAS-FQODRCLKYCNICCADCNCVPPGTAGNKEVCPCYNDKKNSKGGPKCP
CTNECNRRCELAG-RHKLCVRFCTLCCNECHCVPSGHAGNKDECPCYRDKMNSKNGTKCP
CTNECNRRCELAG-RHKLCVRFCNLCCNECHCVPSGHAGNKDECPCYRDKMNSKNGTKCP
CHKSCSGRCSQAG-RRDRCLKYCNICCGICNCVPPGTQGNKKVCPCYANLKNSKGGSKCP
CHKSCSGRCSKAG-RRDRCLKYCNICCGICNCVPPGTQGNKKVCPCYANLKNSKGGSKCP
CPTLCEDRCVPSG-AHVRCLHYCKMCCDKCQCVPPRHSYYKHECPCYRDWKNKKGGSKCP
CPKRCEDRCAPSG-AHVRCVSYCSMCCNTCKCVPPRGSKGKDECPCYRDWKNSKGGAKCP
CRDRCENRCIHSG-AFVKCVCYCVTCCNKCQCVP--HSITKDECPCYKDWMNSKGKPKCP
CRSRCEDRCMPSG-THVRCVYYCDMCCSKCQCVPPRGSRTKDECPCYRDWKNSKGGSKCP
CRSRCEDRCMPSG-THVRCVYYCDMCCSKCQCVPPRGSRTKDECPCYRDWKNSKGGSKCP

10 20 30 40 50 60
S O T e B I I
CGGKCSVRCSKADRTHEECLEDCDICCQOKCNCVPSGTYGNKDEC-PCYRDMKNSKGGSKCP
CDSKCKLRCSKAGL-ADRCLKYCGICCEECKCVPSGTYGNKHEC-PCYRDKKNSKGKSKCP
CSSICGORCSKAGM-KDRCMKFCGICCGKCKCVPSGTYGNKHEC-PCYRDMKNSKGKPKCP
CDSKCKLRCSKAGL-ADRCLKYCGICCEECKCVPSGT KHEC-PCYRDKKNSKGKSKCH
CGGKCSARCRLSSR-PRLCKRACGTCCARCNCVPPGTSGNTQTC-PCYANMTTHGNRRKCP
ACATRCQLSSR-PNLCMRACGTCCHRCNCVPPGTSCGNKEVC-PCYARMTTHGGKPKCP
GGACAARCRLSSR-PRLCNRACGTCCARCNCVPPGTSGNTETC-PCYASLTTHGNKRKCP
CGGACAARCRLSSR-PRLCNRACGTCCARCNCVPPGTSGNTETC-PCYASLTTHGNKRKCP
CPSECDRRCKKTQY-HKACITEFCNKCCRKCLCVPPGYYGNKQVC-SCYNNWKTQEGGPKCP
CLPQCIRRCSHTQY-HNACMLFCQKCCKKCLCVPP( GNKGVC-PCYNNWKTKEGGPKCP
CPKACEYRCSATSH-RKPCLFFCNKCCNKCLCVP YGHKEEC-PCYNNWTTKEC
COPKCTYRCSKTSEF-KKPCMFFCQOKCCAKCLCV SNKQTC-PCYNNWKTKEGGPKCP
CGSACVSRCSRSKQ-KEACLKYCGVCCQKCOCVPPGT ?RREACwPCerWTTH~~RPKCP
CGSACATRCSRSKQ-KDACLKYCGVCCQKCQCVPPGT PCYANWTTHGGRPKCP
CSSACNRRCSKAQE-HEPCLKYCGICCAKCQCVPPGTYGN sSCYANWTTHGGKPKCP
CKGECDRRCSKAGL-KKRCLNFCGICCOKCKCVPPGT VKEVC-PCYNDMKNSKGKSKCP
CKGECDRRCSKAGL-KKRCLNFCGICCQKCKCVPPGTYGNKEVC-PCYNEMKNSKGTSKCP
CPNACNKRCSGTSK-RKPCMFFCTKCCATCLCVPPGTYGNKQVC-PCYNNWKTQQGGPKCP
CPNACNKRCSGTSK-RKPCMFFCTKCCATCLCVPPGTYGNKQVC-PCYNNWKTQQGGPKCP
CGNACGQRCSKSGL-VKRCIYFCNLCCQKCKCVPPGTYGNKESC-PCYASLKNSKGKDKCP
CGSACGKRCSKSGL-VKRCIYEFCNVCCOKCQCVPPGTYGNKESC-PCYASLKNSKGKDKCP
CKGKCKHRCGKAGL-KKRCLYFCGVCCKKCRCVPPGTYGNKKAC-PCYANMKNSKGTSKCP
CSSACTNRCSKASK-HKPCMFYCNLCCSRCLCVPPGTYGNKQVC-PCYNNLKNARGGPKCP
CPSACSNRCSKTSK-RKACMFFCNKCCAKCLCVPPGTYGNKEVC-PCYNDWKTQSGGPKCP
CPSKCNRRCSKAGE-HKRCSFNCLLCCNKCRCVPPGTYGNKEAC-PCYANMKNSKGKGKCP
CGSACKNRCSQASH-TDRCLRACGTCCVRCQCVPSGPSVDRETCGPCYANMT SHGGVKKCP
CGSKCNDRCSAARY-NKRCLRYCNICCGICKCVPSGTEFGNKQQC-PCYNNLKNSKGTAKCP
CTSACLFRCS R-PNVCMRACSTCCEFRCNCVPPGTSGNQLMCGVCYAQ-TTHNGRPKCP
CPGSCNARCASAGR-QKRCLOFCNLCCKQCQCVPPGTFGNKGAC-PCYANLKNSKGQDKCP
CTSACLFRCSKAGR-PNLCMRACSTCCSRCNCVPPGTSGNHLMCGPCYAQ-TTHNGRPKCP
CPNACSYRCSRTSK-RKACMYFCVKCCSTCLCVPPGTYGHKQVC-PCYNDWKTQQGGPKCP
CPNACSYRCSRTSK-RKACMYFCVKCCSTCLCVPPGTYGHKQVC-PCYNDWKTQQGGPKCP
CPTACSRRCSKTT--KKACMFFCMKCCSKCLCVPPGTYGNKQVC-PCYNDWKTQQGGPKCP
CPRACHRRCSKTT--KKACRFFCMKCCNTCLCVPPGTYGNKEVC-PCYNDWKTQQGGPKCP
CPGACAYRCSKAFT-NKACKFFCNKCCNKCLCVPPGTYGNKEVC-PCYNNWKTQQGGPKCP
CPGACAYRCSKAFT-NKACKFFCNKCCNKCLCVPPGTYGNKEVC-PCYNNWKTQQGGPKCP
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5.3 Analises filogenética das Snakinas nas linhagens vegetais

Para estudar a sua histéria evolutiva, as sequéncias de proteinas das Snakinas foram
submetidas a analise filogenética. Foram construidas arvores filogenéticas utilizando como
parametros o método Neighbor-Joining, que faz aproximagdes entre as sequéncias analisadas

obtendo a relacdo de ancestralidade das mesmas (SAITOU; NEI, 1987; CALDART, 2016).

A analise filogenética das possiveis Snakinas permitiu a visualizagdo dessas proteinas
em comparacdo com Snakinas ortdlogas j& descritas em plantas superiores. A arvore
filogenética foi dividida em 4 clados diversos, sendo 3 grupos utilizados como referéncia e 1
novo grupo identificado neste trabalho (Figura 5). No novo grupo identificado no estudo (G4),
foram observados o mesmo niimero cisteinas € nas mesmas posigdes em comparagado com 0s
grupos 1,2 e 3.

Nos quatros grupos analisados, a arvore filogenética apresentou quais os clados e
espécies de plantas possuem genes de Snakinas. Sendo assim, no grupo 2 incluiu 12 genes
encontrados, sendo 6 referentes a espécies de algas verdes e 6 de espécies de pteridofitas. Ja o
grupo 3, temos a maioria dos genes correspondentes a espécies de pteridofitas e apenas um de
bridfitas. O novo grupo, denominado grupo 4 é composto por 4 genes referentes a espécies de
bridfitas, e 1 referente a espécies de pteridofitas. Além disso, o grupo 1 apresentou 23 genes,
sendo 15 de espécies de bridfitas, 8 referentes a espécies de pteridofitas.

No grupo 2, dentre as espécies de algas verdes analisadas, Chloromonas oogama,
Pseudoscourfieldia marina e algumas do género Dunaliella foram as que se apresentaram mais
proximas dos genes de referéncia de Snakina do tipo 2 (Figura 5). As demais sequéncias, sao
da espécie de pteridofitas, Azolla caroliniana, Osmunda sp, e outras trés do género Equisetum,
que apresentaram uma maior proximidade com gene de referéncia de Anthurium amnicola. As
fungdes dos genes de Snakinas nesse grupo 2, podem estar associadas com componentes
sintetizados no decorrer do desenvolvimento normal das plantas (fatores constitutivos para a
resisténcia) e por mecanismos ativados apos o contato com patdgeno (fatores de resisténcia
induzidos) (FREITAS et al., 2009). No entanto, conseguimos comprovar neste trabalho de que
as snakinas existem pelo menos desde as algas verdes, atuando contra patégenos desde o inicio
da evolucao das plantas superiores.

No grupo 3 (Figura 5), as pteridofitas Azolla caroliniana, Osmunda sp, Pilularia

globulifera, Esquisetum hymale e Esquisetum diffusum apresentaram maior proximidade
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genética entre as sequéncias de referéncia (PROCTOR; LIGRONE; DUCKETT; 2007;
OLIVER; VELTEN; MISHLER, 2005).

No novo grupo, intitulado grupo 4, as snakinas descritas foram identificadas em espécies
de briofitas e pteridofitas (Figura 5). Apesar de apresentar o dominio conservado de Snakinas,
as mesmas nao se agruparam com as com as sequéncias de referéncia dos 3 outros grupos,
dando indicios de ser um novo grupo de Snakinas presentes apenas em plantas primitivas e por
i1sso nao foi descrito antes. Provavelmente, essas snakinas formaram um novo grupo devido a
diferen¢a em alguns aminoécidos. Por exemplo, a posi¢cdo 60 do alinhamento, mostra que as
demais sequéncias dos outros grupos possuem nessa posi¢do os aminoacidos glutamina ou
serina que fazem parte do grupo “polares ndo carregados”. No entanto, nas 5 sequéncias que
pertence a esse novo grupo os aminodcidos dessa mesma posi¢do sdo a alanina e o aspartato,
que fazem parte dos grupos “apolar alifatico” e “carregados negativamente”, respectivamente.

O grupo 1 apresentou 23 Snakinas, identificadas em briofitas e pteridofitas. E o que
chama ateng¢do nesse grupo, € que as Snakinas identificadas em espécies de bridfitas do género
Isoetes sdo mais proximas dos genes de referéncias do grupo 1 (Figura 5). Estas Isoetes sp.

fazem parte de uma classe de licofitas, sdo herbaceas e vasculares.



Figura 5. Arvore filogenética das Snakinas identificadas em algas verdes, briofitas e pteridofitas.

|

<] Q3X17 Solanum tuberosum - Snakin-2

U3GJY1 Petunia hybrida - Snakin-2

XP 016539896.1 Capsicum annuum - Snakin-2
onekp:HOI scaffold 2024897 Chloromonas oogama
onekp ZDIZ scaffold 2002627 Dunaliella tertiolecta
onekp:WDWX scaffold 2002336 Dunaliella pnmolecta
anekp WDWX scaffold 2002337 Dunaliella primolecta
onekp UKUC scaffold 2098914 Dunaliella salina G2

onekp JMTE scaffold 2016006 Pseudoscourfieldia marina

ADA1D1XY22 Anthurium amnicola - Snakin-2
— onekp:CVEG scaffold 2017209 Azolla cf. caroliiana

|l onekp CVEG scaffold 2009601 Azolla cf. caroliniana
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onekp:.UOMY scaffold 2008346 Osmunda sp
onekp JVSZ scaffold 2126165 Equisetum hymale
onekp: JVSZ scaffald 2001921 Equisetum hymale
il onekp CAPN scaffold 2038182 Equisetum diffusum

anekp: TFDQ seaffold 2114143 Monoclea gottschei
P46690 Gibberellin-regulated protein Arabidopsis thaliana - Snakin-3
Q83WR4 Gip1-like protein Petunia hybrida - Snakin-3

CAABOETT 1 gip1 Petuniz x hybnda - Snakin-1

QEGKXT Gibbereliin-reguiated protein Arabidopsis thaliana - Snakin-J
onekp:CVEG scaffold 2022320 Azolia cf. caroliniana

onekp CVEG scaffold 2022319 Azolla cf. carolimana

onekp UOMY scaffold 2075302 Osmunda sp

onekp:KIX scaffold 2012325 Pilularia globulifera

onekp KIX scafiold 2008305 Pilularia globulifera

onekp JVSZ scaffold 2013082 Equisetum hymale

onekp: CAPN scaffold 2007523 Equisetumn diffusum

anekp CVEG scaffold 2010681 Azolla cf. caroliniana

onekp CVEG scaffold 2010682 Azolla cf. carolimana

onekp. sC smunda sp
onekp:RXRQ scaffold 2132160 Phaeoceros carolinianus
anekp WCZB scaffold 2111668 Phasoceros carolinianus 64
onekp PYHZ scaffold 2004815 Isoetes sp. —
anekp.PKOX scaffold 2002783 Isoetes tegetiformans

Gl

| 5

E3) onekp JVSZ scattold 2123096 Equiselum hymale
anekp: CAPN scaffold 2037324 Equisetum diffusum
onekp:JVSZ scaffold 2008160 Equisetum hymale
onekp:UOMY scaffold 2076518 Osmunda sp

anekp KIIX scafiold 2078601 Pilularia globulifera
—nE onekp:CAPN scaffold 2036054 Equisetum diffusum
100

anekp JVSZ scaffold 2123783 Equiseturn hymale
100 onekp:PKOX scaffold 2090506 Isoetes tegetiformans
onekp:PYHZ scaffold 2007583 Isoetes sp.
anekp PKOX scaffold 2090828 Isoetes tegetiformans
anekp:PYHZ scaffold 2066053 Isoetes sp.
100 anekp PKOX scaffold 2089184 Isoetes tegetformans
onekp:UOMY scaffold 2003973 Osmunda sp
NV 006239304 1 Solanum tuberosum - Snakin-1
D3G6BY Solanum bulbocastanum - Snakin-1
JQ517286.1 Medicago sativa - Snakin-1
NP 001077504 1 Arabidopsis thaliana - Snakin-1
onekp'PYHZ scaffold 2066312 Isoetes sp.
anekp:PKOX scaffold 2092056 Isoetes tegetiformans
anekp PKOX scaffold 2092923 Isoetes tegetiformans
onekp:PYHZ scaffold 2068297 Isoetes sp.
onekp PYHZ scaffold 2062874 Isoetes sp.
onekp: PKOX scaffold 2008326 Isoetes legetiformans
onekp: TFDQ scaffold 2106904 Monoclea gottschei
onekp PKOX scaffold 2090172 Isoetes tegeliformans
onekp:PROX scaffold 2091244 [soetes tegetiformans
onekp PYHZ scaffold 2086212 Isoetes sp.
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5.4 Analise estrutural

As estruturas de proteinas das Snakinas foram construidas por homologia com base no
modelo — Se5t. 1.4, através da ferramenta SWISS-MODEL e estao dispostas nas Figuras 6 e 7.

A modelagem da estrutura 3D permite a comparagdo de estruturas e subestrtuturas
proteicas e reconhece as semelhancas espaciais (JAMBON; IMBERTY et al., 2003). Em algas
verdes a snakina escolhida foi da espécie Pseudoscourfieldia marina do grupo 2, em briofitas
a Monoclea gottschei representou o grupo 1 e o 3, isoetales a espécie Isoetes sp representou o
grupo 1, ja em pteridofitas as espécies Pilularia globulifera, Azolla caroliniana e Osmunda sp
representou estruturalmente os grupos 1, 2 e 3 respectivamente. E para o novo grupo, o grupo
4 as espécies escolhidas foram Osmunda sp, Phaeoceros carolinianus e Isoetes tegetiformans.

As andlises estruturais revelaram uma alta conservagdo entre os diferentes grupos de
snakinas estudados, e tal conservacdo determina a funcionalidade desses peptideos

antimicrobianos que apresentam alfas hélices caracteristicas.
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Figura 6. Modelagem da estrutura 3D de Snakinas. (1) Briofitas — Monoclea gottschei (2) Bridfitas — Isoetes sp
(3) Pteridofitas — Pilularia globulifera — Snakin-1; (4) e (5) Algas verdes — Pseudoscourfieldia marina e
Pteridofitas — Azolla caroliniana, respectivamente — Snakin-2; (6) e (7) Bridfitas — Monoclea gottschei e
Pteridofitas — Osmunda sp, respectivamente — Snakin-3; (8) Briofitas — Isoetes tegetiforms (9) Pteridofitas —
Osmunda sp (10) Briofitas — Phaeoceros caroliania — Snakin-4 (G4).
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6 CONCLUSAO

Foi possivel identificar in silico 6 possiveis sequéncias completas classificadas como
Snakinas em 5 espécies de Algas Verdes, 20 sequéncias em 4 espécies de Bridfitas, e 24
sequéncias em 5 espécies de Pteridofitas. Quando comparadas as sequéncias presentes no
genoma de plantas superiores, observamos que houve um aumento gradativo no numero de
Snakinas durante todo o processo evolutivo.

Com os resultados desde trabalho podemos inferir que os genes codificadores de
Snakinas estdo presentes desde espécies de algas verdes mais primitivas, porém a classificacao
pode ser aplicada apenas em algumas espécies dentro dos grupos analisados. No entanto, uma
hipdtese levantada ¢ que a classificacdo existente para as Snakinas em plantas superiores nao
se aplica a algumas espécies primitivas, havendo assim, a necessidade de uma nova
classificagdo incluindo o 4° grupo identificado neste trabalho.

Observa-se que as sequéncias analisadas possuem os dominios conservados e similares
com os descritos na literatura, contudo alguns deles ficam distante filogeneticamente das
sequéncias de referéncia. Experimentos adicionais devem ser feitos para a confirmacdo do
modo de acdo e fungdes do dominio conservado de snakinas nessas espécies primitivas de algas

verdes, briofitas e pteridofitas.
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APENDICES

Apéndice 1. Espécies onde foram identificados os genes de snakinas.

Cod. Clado Familia Espécie

WDWX Green Algae Dunaliellaceae Dunaliella primolecta
[HOI Green Algae Chlamydomonadaceae Chloromonas oogama
ZD1Z Green Algae Dunaliellaceae Dunaliella tertiolecta
UKUC  Green Algae Dunaliellaceae Dunaliella salina

JMTE  Green Algae Pycnococcaceae Pseudoscourfieldia marina
RXRQ Hornworts Notothyladaceae Phaeoceros carolinianus
WCZB Hornworts Notothyladaceae Phaeoceros carolinianus
TFDQ  Liverworts Marchantiaceae Monoclea gottschei
PYHZ  Lycophytes Isoetaceae Isoetes sp.

PKOX  Lycophytes Isoetaceae Isoetes tegetiformans
JVSzZ Eusporangiate Monilophytes Equisetaceae Equisetum hymale
CAPN  Eusporangiate Monilophytes Equisetaceae Equisetum diffusum
UOMY Leptosporangiate Monilophytes Osmundaceae Osmunda sp.

CVEG Leptosporangiate Monilophytes Salviniaceae Azolla cf. caroliniana
KIIX Leptosporangiate Monilophytes Marsileaceae Pilularia globulifera
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