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Xi
RESUMO

Fabaceae (Leguminosae) é a terceira maior familia de dicotiledéneas. Subdividida em
seis subfamilias, constitui a terceira maior familia de angiospermas, ficando atras de
Asteraceae e Orchidaceae. Dentre essas subfamilias Papilionoideae se destaca por
representar dois tercos de todos o0s géneros e espécies da familia, com
aproximadamente 14.000 espécies, 501 géneros e 32 tribos. Essa subfamilia é
reconhecida por sua grande importancia alimentar, forrageira e biol6égica, com ampla
distribuicdo nos diversos tipos de biomas. Nesta subfamilia também é relatado na
literatura a existéncia do inibidor de protease do tipo Bowman-Birk (BBI) em diversos
representantes de Papilionoideae, sendo reconhecido por sua acgao inseticida, dentre
outras funcdes importantes nas plantas. Com o surgimento de novas tecnologias de
sequenciamento de DNA, bem como os avanc¢os das ferramentas de bioinformética,
favoreceu a utilizacdo de inumeras formas de estabelecer correlacdes evolutivas entre
as espécies desta subfamilia. Atualmente, em raz&do da baixa taxa mutacional dos
genomas de cloroplasto (cpDNA), as analises filogenéticas baseadas em cpDNA, tem
resolvido as relagdes entre os principais tAxons de Papilionoideae. Nesse sentido, 0s
transcritos de proteinas importantes também podem ser ferramentas para estabelecer
correlagcdes entre espécies, uma vez que partem do mesmo principio de baixa taxa de
mutacdo, bem como identificar, caracterizar e predizer dominios funcionais de
proteinas por meio da abordagem in silico. Com o objetivo de realizar uma
reconstrucédo filogenética de espécies da subfamilia Papilionoideae baseada em seis
genes plastidiais, foram obtidas sequéncias completas dos plastomas de espécies da
subfamilia Papilionoideae e dos genes isolados do banco de dados GenBank. O
alinhamento das sequéncias foram realizadas e a reconstrucdo filogenética foram
realizadas com uso do software MEGA 7. Para reconstrucéao filogenética foi utilizado
0 método de Maxima Verossimilhanca com suporte estatistico calculado pelo método
de bootstrap (BS), com 1000 replicatas. As correlac@es filogenéticas para subfamilia
Papilionoideae resultaram em uma arvore monofilética, confirmando a divisdo da
subfamilia em quatro principais clados, NPAAA, ADA, Genistoides e Dalbergioides. O
clado ADA foi relacionado como grupo irméo do clado Genistoides, com alto suporte.
Foi evidenciado o parafiletismo das tribos Phaseoleae e Millettiae, dentro do clado
NPAAA. Também observamos, que apenas as espécies do clado ADA ndo possuem
nddulos rizobianos, o que pode configurar uma possivel sinapomorfia para sustentar

as relacdes desse grupo. Da mesma forma, a analise do tempo de divergéncia sugere
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gue os principais clados de Papilionoideae divergiram a partir do Paleoceno. As
sequéncias da BBI foram recuperadas do banco de dados GenBank, por meio da
ferramenta BlastP. Os parametros fisico-quimicos foram avaliados através da
ferramenta ProtParam. A identificacdo de dominios funcionais foi avaliada por meio
do servidor Prodom e a estimativa de efeitos mutacionais foi feita por meio do servidor
SNAP2. O alinhamento de sequéncia das proteinas foi realizado por meio do algoritmo
ClustalW e a arvore filogenética produzida no software MEGA 7, pelo método de
Méxima Verossimilhanca. O servidor GalaxyTBM foi utilizado para predicdo de
estrutura das proteinas em modelos 3D. Os resultados obtidos entre as sequéncias
de BBI revelaram dois dominios funcionais, carater hidrofilico e ponto isoelétrico
ligeiramente acido para todas as espécies analisadas. A analise de agrupamento por
Méxima Verossimilhanca das espécies da tribo Phaseolea (Papilionoideae)
construidas por meio das sequéncias da proteina BBI, apresentam consisténcia com
a classificagdo mais recentes para as espeécies analisadas. A partir do grafico de
Ramachandran, foi possivel verificar que os modelos 3D gerados, evidenciaram
excelente qualidade estereoquimica e boa qualidade estrutural. Estas informacdes em
conjunto, podem auxiliar os programas de melhoramento genético dessas culturas,

por meio de métodos convencionais ou engenharia genética.

Palavras-chave: Leguminosae, bioinformatica, analise filogenética, tempo de

divergéncia, modelagem por homologia.

ABSTRACT

Fabaceae (Leguminosae) is the third largest family of dicots. Subdivided into six
subfamilies, it constitutes the third largest family of angiosperms, after Asteraceae and
Orchidaceae. Among these subfamilies Papilionoideae stands out for representing two
thirds of all genera and species in the family, with approximately 14,000 species, 501
genera and 32 tribes. This subfamily is recognized for its great food, forage and
biological importance, with a wide distribution in different types of biomes. In this
subfamily, the existence of the Bowman-Birk-type protease inhibitor (BBI) in several
representatives of Papilionoideae is also reported in the literature, being recognized
for its insecticidal action, among other important functions in plants. The emergence of
new DNA sequencing technologies, as well as advances in bioinformatics tools,
favored the use of numerous ways to establish evolutionary correlations between the

species of this subfamily. Currently, due to the low mutational rate of chloroplast
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genomes (cpDNA), cpDNA-based phylogenetic analyzes have resolved the
relationships between the main taxa of Papilionoideae. In this sense, transcripts of
important proteins can also be tools to establish correlations between species, since
they depart from the same principle of low mutation rate, as well as to identify,
characterize and predict functional domains of proteins through the in silico approach.
In order to carry out a phylogenetic reconstruction of species of the subfamily
Papilionoideae based on six plastid genes, complete sequences of the plastomes of
species of the subfamily Papilionoideae and of the genes isolated from the GenBank
database were obtained. Sequence alignment was performed and phylogenetic
reconstruction was performed using the MEGA 7 software. For phylogenetic
reconstruction, the Maximum Likelihood method was used with statistical support
calculated by the bootstrap method (BS), with 1000 replicates. Phylogenetic
correlations for the subfamily Papilionoideae resulted in a monophyletic tree,
confirming the division of the subfamily into four main clades, NPAAA, ADA,
Genistoides and Dalbergioides. The ADA clade was related as a sister group to the
Genistoides clade, with high support. The paraphyly of the Phaseoleae and Millettiae
tribes within the NPAAA clade was evidenced. We also observed that only the species
of the ADA clade do not have rhizobian nodules, which may configure a possible
synapomorphy to support the relationships of this group. Likewise, analysis of the time
of divergence suggests that the main clades of Papilionoideae diverged from the
Paleocene onwards. The BBI sequences were retrieved from the GenBank database
using the BlastP tool. The physical-chemical parameters were evaluated using the
ProtParam tool. The identification of functional domains was evaluated using the
Prodom server and the estimation of mutational effects was performed using the
SNAP2 server. The protein sequence alignment was performed using the ClustalW
algorithm and the phylogenetic tree produced in the MEGA 7 software, using the
Maximum Likelihood method. The GalaxyTBM server was used for protein structure
prediction in 3D models. The results obtained between the BBI sequences revealed
two functional domains, hydrophilic character and slightly acidic isoelectric point for all
analyzed species. Clustering analysis by Maximum Likelihood of the species of the
Phaseolea tribe (Papilionoideae) constructed using BBI protein sequences is
consistent with the most recent classification for the analyzed species. From the
Ramachandran graph, it was possible to verify that the generated 3D models showed
excellent stereochemical quality and good structural quality. Together, this information

can help genetic improvement programs for these crops, through conventional
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methods or genetic engineering.

Keywords: Leguminosae, bioinformatics, phylogenetic analysis, divergence

time, homology modeling.
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SILVA, F. G. Filogenia molecular e analise in silico do inibidor de protease Bowman-Birk de espécies
da subfamilia Papilionoideae

1. INTRODUCAO GERAL

A familia Fabaceae também conhecida como Leguminosae, é a terceira maior
familia botanica em diversidade de espécies com flores, com aproximadamente 770
géneros, mais de 19.500 espécies distribuidas em seis subfamilias, que podem ser
encontradas em todos os biomas do mundo, mesmo em ambientes adversos (Lewis
et al. 2005, LPWG, 2013, 2017).

Dentre as seis subfamilias de Leguminosae, Papilionoideae € a maior
subfamilia com aproximadamente dois ter¢cos de todos os géneros e espécies da
familia, compreendendo cerca de 501 géneros e 14.000 espécies (LPWG 2021),
agrupadas em 32 tribos (Polhill e Raven 1981). Suas espécies também sdo bem
conhecidas por sua grande importancia alimentar, econdmica e bioldgica incluindo,
soja (Glycine max L.), feijjao comum (Phaseolus vulgaris L.), feijdo caupi (Vigna
unguiculata L.), feijdo fava (P. lunatus L.), fava (Vicia faba L.), amendoim (Arachis
hypogaea L.), ervilha (Pisum sativum L.), dentre outras. Esta subfamilia &€ bem
suportada nos trabalhos filogenéticos, sendo considerada monofilética (Tozzi 2016).

Essa monofilia foi amplamente elucidada em analises filogenéticas moleculares
em toda a subfamilia (Kass e Wink 1995, Doyle et al. 1997, Kajita et al. 2001,
Wojciechowski et al. 2004, Lavin et al. 2005, McMahon e Sanderson 2006, Cardoso
etal. 2012, Cardoso etal. 2013, LPWG 2013, Koenen et al. 2020), mas ainda existem
lacunas a serem preenchidas na filogenia e evolucdo dessa subfamilia, como por
exemplo, espécies aninhadas fora de sua tribo de origem, ou clados mal suportados.
Essas incongruéncias poderdo ser melhor esclarecidas pela adicdo de um maior
namero de loci, haja vista que a maioria dos estudos sao baseados apenas em um
unico gene (Cardoso et al. 2013).

Os estudos filogenéticos sdo fundamentais para a sistematica e evolugéo,
fornecendo conhecimento sobre os padrées de diversificacdo, bem como a origem
das caracteristicas desejaveis das espécies (Machado et al. 2017).

Nesse sentido, os genomas de cloroplastos sdo marcadores Uteis para realizar
andlises comparativas associadas a estudos filogenéticos e evolutivos. Tendo como
as principais caracteristicas tamanho, sua natureza conservada e heranca materna
(Soltis e Soltis 2020). Por conseguinte, sequéncias de genes de cloroplasto sao
adequadas para estudos filogenéticos, genética de populacbes, filogeografia e
identificacdo de espécies (Santos e Almeida 2019, Song et al. 2019, Yang et al.
2019).
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Os cloroplastos também sdo responsaveis por varias vias metabdlicas
essenciais para planta, possuindo genes essenciais para a fotossintese, biossintese
de &cidos graxos, importacdo de proteinas plastidiais e protedlise (Xu et al. 2015).
Dessa forma, andlises comparativas do genoma completo de cloroplasto de espécies
contrastantes também sao uteis para um melhor entendimento da evolucao estrutural
dos genomas (Yang et al. 2019).

O surgimento de tecnologias de Sequenciamento de DNA de Nova Geragéao e
os avancos das ferramentas de bioinformética, vem propiciando um aumento
significativo no nimero de estudos de genomas de cloroplasto (Mardis 2008, Metzker
2010, Liu et al. 2019, Jimenez et al. 2019, Khan et al. 2019, Jimenez et al. 2020,
Koenen et al. 2020, Zha et al. 2020). Para tanto, diversas metodologias e programas
para andlise in silico tém sido empregadas com sucesso nha identificacdo,
caracterizacdo e comparacao de regides do genoma do cloroplasto para andlises
filogenéticas de diversos grupos de plantas, refletindo com precisdo a historia
evolutiva das espécies estudadas (Ouzounis 2002, Hand et al. 2013, LPWG 2013,
Morton e Telmer 2014, Song et al. 2015, Erguiluz et al. 2017, LPWG 2017, Vu et al.
2018). A partir de ferramentas da bioinformatica também € possivel identificar
diferencas entre os aminoacidos e suas estruturas, por meio do alinhamento de
estruturas de proteinas (Diniz e Canduri 2017), possibilitando compreender o papel
das proteinas dentro de um grupo de espécies (Kumar et al. 2004).

Assim, estudos filogenéticos evolutivos também podem ser executados por
meio de dados de sequéncias proteicas. Uma proteina de grande importancia em
espécies de leguminosas € o inibidor de protease Bowman-Birk (BBI), caracterizado
por apresentarem dois dominios, que sdo responsaveis pela inibicdo autbnoma e
simultdnea de duas serinoproteases distintas (Hellinger e Gruber, 2019), onde o
primeiro sitio inibi a tripsina e o outro sitio inibi a quimotripsina (Lioi et al. 2010).

Na literatura sdo evidenciadas diversas funcdes defensivas dos BBIs nas
plantas, sendo a acéo inseticida a mais relatada em insetos de diversas culturas
(Oppert et al. 1993, Francoa et al. 2003, Rahbé et al. 2003, Aguirre et al. 2004,
Azzouz et al. 2005, Pereira et al. 2007, Kuhar et al. 2013, Dantzger et al. 2015).
Alguns BBIs também sdo associados ao efeito antimicrobianos em patdégenos (Kim et
al. 2009), ou até mesmo no desenvolvimento de tolerancia a estresses abidticos,
como salino (Shan et al. 2008) e hidrico (Dramé et al. 2013). Dessa forma, essas
fungbes possibilitam a producdo de plantas transgénicas resistentes a insetos

(Clemente et al. 2019), patdgenos e determinados estresses abidticos, o que
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representa um potencial ganho econémico na producéo agricola.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo esclarecer a filogenia da
subfamilia Papilionoideae e estimar o tempo de divergéncia dentro da subfamilia, por
meio de ferramentas computacionais, utilizando como base marcadores plastidiais. O
estudo também objetivou caracterizar, comparar e identificar dominios conservados
em sequéncias de aminoacidos do BBI de espécies de Papilionoideae disponiveis em
bancos de dados publicos; desenvolver modelos tridimensionais do BBl de
representantes da subfamilia Papilionoideae, com base na metodologia de
modelagem por homologia, para uma melhor compreensdo de suas estruturas e

fungdes moleculares.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CLASSIFICACAO, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E ASPECTOS GERAIS

Na ultima publicagcdo do Angiorperm Phylogeny Group IV (APG IV 2016), a
ordem Fabales ¢é classificada como pertencente ao clado Fabidae, classe
Eudicotileddneas e a subclasse Rosidae. Essa ordem possui quatro familias, sendo
elas: Leguminosae (Fabaceae), Quillajaceae, Polygalaceae e Surianaceae. Dentre
essas familias, Leguminosae é uma das linhagens de plantas com flores de maior
sucesso evolutivo (LPWG 2013). S&o a terceira maior familia de angiospermas com
maior diversidade de espécie, ficando apenas atras de Asteraceae e Orchidaceae
(LPWG 2017).

Leguminosae conta com aproximadamente 770 géneros e mais de 19.500
espécies distribuidas em seis subfamilias, Cercidoideae, Detarioideae,
Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae. Dessas
subfamilias Papilionoideae é a maior, com aproximadamente dois ter¢cos de todos os
géneros e espécies da familia Leguminosae, compreendendo cerca de 501 géneros
e 14.000 espécies (LPWG 2021), distribuidas nas 32 tribos reconhecidas (Polhill e
Raven 1981). E uma subfamilia homogénea, sendo mais difundida, comumente com
distribuicdo global, estendendo-se ainda mais em regides de clima temperado e
subtropicais quando comparado com as demais subfamilias (Gurcharan 2004, Duane
e Paul 2012).

As espécies da subfamilia Papilionoideae podem ser anuais, bienais, trienais
ou perenes, do tipo herbaceos, arbustivos, cipds, arboreos, ervas e trepadeiras
entrelagadas ou com gavinhas (Polhill et al. 1981, Lewis et al. 2005, LPWG 2017).
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Essa subfamilia é normalmente caracterizada por flores pentameras papilionaceas

(semelhantes a borboletas) de simetria zigomorfa (Tucker 2003, ILDIS 2005, Cullen et

al. 2011). Que sdo pétalas que se diferenciam em duas alas, onde duas pétalas

unidas formam a quilha e uma Unica pétala que forma o estandarte (Arroyo 1981,
Tucker 2003).

/od-jodssorq-aesourtuumsaay//: dpy 0304 ep Juo g

Figura 1. Flor papilionacea tipica (Centrosema platycarpum Benth).

No entanto, sua morfologia floral pode ser bem mais diversa, desde simetrias
actinomorfas com cinco pétalas indiferenciadas, até zigomorfas com poucas pétalas
diferenciadas, que também podem ser ausentes ou restritas, somente a pétala adaxial
padrdo com estames livres e frequentemente numerosos (Pennington et al. 2000,
Cardoso et al. 2012a).

Seus frutos variam muito, incluindo vagens com poucas ou muitas sementes,

deiscentes ou indeiscentes, lomento, sdmara ou drupa. As sementes variam em
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morfologia e coloracdo, possuindo normalmente uma testa dura, eventualmente
crescida, raramente com uma sarcotesta, com uma Vvalvula hilar complexa, hilo
alongado e cristalino frequentemente presente, pleurograma ausente, podendo ter um
embrido curvo ou raramente reto (LPWG 2017).

Esta subfamilia também € bastante reconhecida por sua importancia ecolégica
mais difundida, que €é a sua capacidade de desenvolver nddulos rizobianos
(indeterminados ou determinados) simbiéticos com bactérias fixadoras de nitrogénio
(Doyle 2016, LPWG 2017), permitindo a fixacdo do nitrogénio atmosférico. Na
literatura foi observado que dentre as espécies da subfamilia Papilionoideae as
integrantes do clado ADA nao desenvolvem nédulos rizobianos (Cannon et al. 2015,
Sprent 2009, Zhao et al. 2021). Em estudos mais recentes foi observado uma possivel
associacao entre a poliploidia e a nodulagao, que consistiu no evento de duplicagéo
do genoma inteiro no ancestral comum mais recente de Papilionoideae, com a
poliploidia influenciando de forma direta para a evolucdo do sistema de nodulacdo
rizobial simbidtico moderno (Cannon et al. 2015, Koenen et al. 2020, Leebens-Mack
etal. 2019, Stai et al. 2019, Zhao et al. 2021).

As leguminosas Papilionoideae também sado caracterizadas por produzem
compostos secundarios de natureza irritante ou venenosa que podem estar
associadas ao sistema de defesa da planta ao ataque de insetos. Podendo serem
encontrados nas folhas e partes frutiferas, incluindo isoflavondides, flavonoides
prenilados, indolizidina ou alcaldides quinolizidinicos. Também pode ser encontrado
aminoacidos ndo proteicos, como a canavanina, identificados exclusivamente em
Papilionoideae (Cardoso et al. 2013, LPWG 2017), podendo compreender até 5% do
peso seco das sementes (Berry et al. 2018). Bem como a substancia organica de
origem natural rotenona, que é toxico para varios organismos, encontrada nos extratos
de raizes, caules e folhas de muitas espécies de Papilionoideae dos géneros Derris,
Lonchocarpus e Tephrosia, que 0os povos primitivos costumavam usar essas plantas
para envenenar peixes (Berry et al. 2018), que posteriormente identificado por suas
propriedades inseticidas com efeito para uma grande maioria de insetos (Zubairi et al.
2016).

2.2. IMPORTANCIA ECOLOGICA E ECONOMICA
As leguminosas Papilionoideae sdo ecologicamente e economicamente
importantes (Lewis et al. 2005, Yahara et al. 2013). Sendo a caracteristica ecolégica

mais conhecida na subfamilia a fixagé@o bioldgica de nitrogénio (FBN) atmosférico em
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simbiose com bactérias do género Rhizobium (LPWG 2017), que € o segundo
processo biolégico natural mais relevante, ficando apenas atrds da fotossintese
(Unkovich 2013). O nitrogénio € um elemento essencial no metabolismo vegetal e
animal, sendo um componente importante localizado em todos os aminoacidos
presentes nas proteinas. Ainda que 0 nitrogénio seja o0 elemento mais
abundante na atmosfera, com aproximadamente 80% da atmosfera composta de gas
nitrogénio (N 2), esse reservatorio abundante existe em uma forma que ndo esta
diretamente disponivel para 0s seres vivos, para que O nitrogénio possa ser
metabolizado pelos organismos vivos € necessario que esteja na forma de nitratos ou
compostos de amonia (Berry et al. 2018).

Para que o nitrogénio atmosférico seja assimilavel pelos organismos vivos, €
necessaria uma associa¢cao mutua exclusiva entre bactérias diazotroéficas do solo e as
leguminosas (principalmente Papilionoideae), que induzem a formacdo de ndodulos
nas raizes das plantas hospedeiras. Que por meio de uma simbiose entre
leguminosas e bactérias Rhizobium, os rizébios fixam o dinitrogénio atmosférico (N 2),
sendo disponibilizados as plantas na forma de aménio, que pode ser facilmente
metabolizado pela planta (Puschel et al. 2017). Para tanto, ocorre uma troca entre
carbono produzida pela planta e do amoénio fixado pela bactéria nos nddulos
rizobianos, em uma complexa interacdo biossintética entre a planta hospedeira
(leguminosas) e a bactéria, onde sao formados compostos de nitrogénio a serem
utilizados pelas plantas (Berry et al. 2018), que possibilita que as leguminosas
possam se desenvolver naturalmente em solos pobres em nitrogénio, que sao
aparentemente favorecidas em condicdes aridas (Pellegrini et al. 2016 ). Podendo a
nodulagdo estar associada com uma maior eficiéncia do uso da agua em areas
determinadas, se tornando uma caracteristica significativa na adaptacdo as mudancgas
climaticas (Adams et al. 2016).

Dessa maneira, a simbiose leguminosa-rizobio traz beneficios para a
agricultura, seja pela economia de fertilizantes nitrogenados (Signorelli et al. , 2020),
reducao das emissOes dos gases de efeito estufa (Puozaa, Jaiswal e Dakora, 2019),
restringindo seu impacto negativo ao meio ambiente, sendo imprescindivel para se
aproximar cada vez mais de uma agricultura sustentavel (Signorelli et al.
2020). Também foi observado que essas leguminosas apresentam um maior
contetdo de proteinas que o observado em outras culturas, esse fato se deve a
presenca das bactérias fixadoras de nitrogénio presentes nos nddulos rizobianos nas

raizes das leguminosas (Kouris-Blazos e Belski 2016).
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Todos esses beneficios tem proporcionado um aumento nas pesquisas
voltadas para entender os mecanismos da FBN, a partir dessas informacdes os
melhoristas tém se empenhado para conseguir introduzir a capacidade de realizar
FBN em plantas ndo leguminosas, por meio de engenharia genética pela introducao
da enzima nitrogenase nessas plantas (Oldroyd e Dixon 2014 ) ou utilizando a bactéria
fixadora de nitrogénio endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus, uma bactéria
fixadora de nitrogénio ndo nodulante (Cocking et al. 2006, Dent 2018).

Além de todos esses beneficios advindos do uso de leguminosas Papilionideae
para manutencao do nitrogénio do solo. Essas leguminosas geralmente sao utilizadas
para revitalizar solos pobres em nutrientes, em particular terras agricultaveis e
pastagens abandonadas ou degradadas. Como também por ser utilizado no controle
de plantas daninhas a partir da rotagédo de culturas, por manter a area sempre coberta,
permitindo uma baixa infestacdo de plantas daninhas. Essas espécies tem por
caracteristica produzir uma grande quantidade de biomassa que posteriormente ser
incorporado ao solo como adubo verde, fornecendo nutrientes e melhorando a
gualidade do solo e fixacdo de nitrogénio para as proximas safras (LPWG 2017, Berry
etal. 2018).

As leguminosas alimentares pertencentes a subfamilia Papilionoideae,
economicamente sdo a segunda em importancia, ficando atras apenas das espécies
de Poaceae (LPWG 2017). Em sua maioria as leguminosas usadas para alimentacéo
humana séo plantas multivalentes, também sendo utilizadas para alimentacdo animal
(forragem) e melhoramento das propriedades fisicas e quimicas solo (Berry et al.
2018). Sendo as espécies agricolas representantes de Papilionoideae mais
importantes, a soja (G. max), feijao (P. vulgaris), feijao-caupi (V. unguiculata), feijao
guandu (Cajanus cajan), grao de bico (Cicer arietinum), lentilha (Lens culinaris),
ervilha (P. sativum) e amendoim (A. hypogaea). Além da enorme importancia
alimentar dessas leguminosas Papilionoideae, a ervilha foi 0 a espécie chave utilizada
no trabalho pioneiro de Mendel que estabelece a base da hereditariedade (Smykal
2014).

Entre as leguminosas papilionoideae forrageiras temperadas estdo trevos
(Trifolium ssp.), alfafa (Medicago sativa), trifélio de pés de ave (Lotus corniculatus) e
ervilhaca (Vicia craca). JA nos trépicos ou regides semiaridas e aridas, algumas
espécies importantes dessas regides sdo Glycine (soja), Stylosanthes e Desmodium
(carrapato trevo). Além de todas essas finalidades essas plantas séo utilizadas como

madeira, taninos, 6leos e resinas, na fabricacao de vernizes, tintas, medicamentos e
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no paisagismo (LPWG 2017).

Em 2019, a producdo mundial de leguminosas (leguminosas colhidas para
sementes secas) alcancou mais de 90 milhdes de toneladas, com um incremento de
34 milhdes de toneladas em relacédo a 2001 (FAOSTAT 2021). Sendo o 818° produto
mais comercializado no mundo, com uma negociacao total de US $ 1,48 bilhdo,
representando 0,0082% do comércio mundial total. Neste ano, o0s principais
exportadores de leguminosas foram Marrocos ($ 272 milhdes), Guatemala ($ 161
milhdes), Holanda ($ 130 milhdes), México ($ 122 milhdes) e Espanha ($ 104
milndes). E os principais importadores foram Estados Unidos ($ 227
milhdes), Espanha ($ 183 milhdes), Holanda ($ 172 milhdes), Reino Unido ($ 153
milhdes) e Canadéa ($ 116 milhdes) (BACI 2021). No Brasil, a producéo total das cinco
principais culturas de leguminosas (amendoim, ervilha, fava, feijdo e soja) em grao foi
de 125.503.865 toneladas para o ano de 2020 (IBGE 2021).

Essas altas cifras envolvendo as leguminosas Papilionoideae sao
determinadas pelo aumento global da demanda por leguminosas por serem
importantes componentes alimentares, visto que as leguminosas podem ser um
complemento aos cereais nas necessidades proteicas e por possuirem uma alta taxa
de proteina digestivel (Varshney et al. 2018), que fazem parte de uma dieta que
fornece ao corpo 0s nutrientes essenciais para uma boa nutricdo humana, fazendo
parte da alimentacao de quase todas as populacdes. Que provém uma diversidade de
nutrientes essenciais, como proteinas, carboidratos (baixo indice glicémico), fibra,
minerais e vitaminas (Cakir et al. 2018). O que propicia beneficios a saude
principalmente em regibes de alta densidade populacional, e como cultura de
subsisténcia para pequenos agricultores  principalmente nos  paises
subdesenvolvidos.

2.3. MELHORAMENTO GENETICO DA SUBFAMILIA PAPILIONOIDEAE

Para iniciar ou executar os programas de melhoramento é indispensavel que o
melhorista conheca a historia evolutiva da cultura, o que possibilita a compreensao da
base genética dos fatores que podem limitar a adaptacao e a producao das espécies
a serem melhoradas (Abbo et al. 2019).

Nesse sentido, a reconstrucdo e compreensao detalhada das relacdes
filogenéticas da subfamilia Papilionoideae é fundamental para o entendimento da
origem e diversificacdo dessas leguminosas de grande importancia alimentar,

econdmica e ecoldgica (Smykal et al. 2015). Para tanto, a inferéncia da datacdo
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molecular de divergéncias é uma etapa indispensavel na maioria das analises de
filogenia, uma vez, que permite adicionar uma dimens&o temporal a arvore analisada
(Tamura et al. 2012). A inclus&o dos dados de tempo de divergéncia permite averiguar
as correlacdes entre os eventos evolutivos. Deixando que os eventos evolutivos ndo
sejam comparados somente com outros eventos evolutivos, mas também como outros
eventos histdricos e geologicos (Croshy e Williams 2017).

Desse modo, a gendmica comparativa de genomas de cloroplasto torna
possivel a compreensédo das diferencas evolucionarias e moleculares entre espécies
de um grupo, por meio de analises filogenéticas de aplicabilidade no pré-
melhoramento genético visando identificar caracteristicas Uteis de interesse aos
programas de melhoramento genético das espécies dessa subfamilia.

Dessa forma, as informacdes das sequéncias completas dos genomas, que por
meio de ferramentas da bioinformatica estédo disponiveis nos bancos publicos, como
o tamanho do genoma, numero de genes, RNA transportador (tRNA), RNA
ribossémico (rRNA) e numero cromossOmico, podem servir de embasamento para
futuros trabalhos associados ao melhoramento genético das culturas. Para isso, é
imprescindivel o conhecimento dos aspectos evolutivos dessa subfamilia, tendo em
vista, que mesmo nao havendo variacdo no numero cromossOmico, pode existir
alteracéo no tamanho do genoma, sendo uma informacéo bastante significativa para
estudos de sequenciamento de genomas e caracterizacdo de novos marcadores
moleculares (Loureiro et al. 2010), reforcando a relevancia das estimativas do
conteddo de DNA para a compreensdo da evolucdo cariotipica de espécies
homopldides, auxiliando na preparacdo de cruzamentos interespecificos para fins de
melhoramento (Loureiro et al. 2010, Prieto 2020).

Os dados de rRNA e tRNA também podem servir de base para estudos de
modificacdes de RNA, tendo potencial para estimular as respostas das plantas ao
estresse salino, de altas temperaturas e infec¢des virais (Anderson et al. 2018,
Martinez-Pérez et al. 2017). Dessa forma, diversos pequenos RNAs atuam na
tolerancia ao estresse das plantas por meio do sistema de silenciamento do gene pés-
transcricional (Shukla et al. 2008). Consequentemente, 0s componentes essenciais
das pequenas vias de biogénese de RNA sugerem possiveis alvos para a edicao do
genoma (Yu e Bao 2020).

Outro aspecto a ser explorado nas Papilionoideae é a presenca de alcaléides
guinolizidinicos sintetizados pelas espécies da tribo Genisteae, que sdo compostos de

sabor amargo associados a defesa dessas plantas ao ataque patdogenos e insetos
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predadores (Bunsupa et al. 2013, Wink e Mohamed 2003). Em vista disso, essas
substancias podem ser exploradas nos programas de melhoramento das espécies
gue nao sintetizam essas substancias, a partir de cruzamentos das espécies

compativeis ou por meio de engenharia genética em espécies distantes.

2.4. BIOINFORMATICA

A bioinformatica € um ramo interdisciplinar da ciéncia que se baseia em analise
de dados, que abrange principalmente a ciéncia da computagéo, biologia molecular,
genética, matematica, estatistica e afins, destinada ao agrupamento, interpretacao e
compreensao de eventos bioldgicos a partir da grande quantidade de informacdes
geradas pela biologia molecular (Can 2014). Dessa forma, varias ferramentas
computacionais foram criadas visando processar o grande volume de informacéo
disponiveis nos bancos de dados moleculares (Edwards e Batley 2004).

Ao passo que as ferramentas de sequenciamento se tornaram mais acessiveis,
ageis e precisas, observou-se um elevado crescimento no volume de dados
armazenados nos bancos de dados gendmicos, que resultou em sequéncias de
nucleotideos, aminoacidos e proteinas disponiveis para uso em varias pesquisas a
partir dos recursos computacionais de bioinformatica (Morais 2003, Bayat 2002).
Essas sequéncias de nucleotideos (em torno de milhdes de pares de bases) ao serem
inseridas nos bancos de dados publicos recebem uma identificagdo (codigo) Unica
chamada de acesso, o que dificulta a possibilidade de duplicacdo de dados a serem
disponibilizados aos pesquisadores e a comunidade académica (Morais 2003, Reis et
al. 2011).

O banco de dados publico mais importante e abrangente é o GenBank, que
distribui todas as sequéncias disponiveis de DNA, RNA e proteinas de mdultiplos
organismos, construidas e disponibilizadas pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI), que é uma divisdo da National Library of Medicine (NLM), situado
no campus do Instituto Nacional de Saude dos EUA (NIH) em Bethesda, MD, EUA
(Sayers et al. 2020). Além de todas essas informag¢des obtidas no GenBank, também
€ possivel localizar dados acerca de genomas completos, mapas génicos, taxonomia
e estruturacdo proteica (Benson et al. 2000, Reis et al. 2011). Ferramentas da
bioinformética também tem sido utilizadas em estudos de taxonomia, filogenia e na
caracterizacdo da estrutura tridimensional de proteinas de diferentes espécies (Liu et
al. 2016, Moraes Filho e Martins 2016, Jimenez et al. 2019, Khan et al. 2019, Liu et
al. 2019, Jimenez et al. 2020, Koenen et al. 2020, Zha et al. 2020).
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O NCBI disponibiliza vérias ferramentas que podem ser utilizadas pelos
pesquisadores no momento de busca por sequéncias de interesse, dentre elas o Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) que pode ser utilizado para gerar comparacdes
entre as diferentes sequéncias disponiveis no banco de dados, permitindo agrupar por
ordem de prioridade com base na similaridade maxima das sequéncias analisadas,
sendo considerada homéloga aquela sequéncia com maior pontuacdo no banco de
dados (Bayat 2002). Posteriormente a esse alinhamento, pode-se fazer download das
sequéncias que foram selecionadas em formato FASTA ou Genbank.

Diferentemente do BLAST o software de alinhamento Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation (MUSCLE), tem como funcdo a execugdo de
alinhamento de mudltiplas sequéncias, sendo caracterizado pelo alinhamento aos
pares para determinar os niveis de similaridades das sequéncias com complexidade
de tempo e espaco reduzida (Edgar 2004).

A partir da grande disponibilidade de dados inseridos nos bancos publicos, se
fez necessério o desenvolvimento de novos programas de bioinformatica que
possibilitassem a analise dessas informacdes de forma mais eficientes. Nesse sentido
ao longo dos anos varios programas foram desenvolvidos, dentre eles o programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), que possibilitou que o niumero de
estudos relacionados com a analise comparativa dos acessos disponiveis nos bancos
publicos se intensificassem, buscando analisar as similaridades entre as sequéncias
de nucleotideos e proteinas, propiciando a reconstrucdo da histéria evolutiva das
espécies a partir dessas sequéncias (Kumar et al. 2004, Tamura et al. 2007, Kumar
et al. 2016). No software MEGA alguns algoritmos podem ser utilizados, como
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA), Méaxima
Verossimilhangca, Méaxima Parciménia e Neighbor-Joinning, sendo a Maxima
Parcimbnia e Maxima Verossimilhanca os métodos cladisticos mais utilizados (Lesk
2008).

Nas ultimas décadas, o aumento do nimero de pesquisas na area da genémica
comparativa foi propiciado pelo surgimento de tecnologias de sequenciamento e
genotipagem de proxima geragcdo (Chawla et al. 2016, Kagale e Close 2021) e o
desenvolvimento de ferramentas da bioinforméatica. Como consequéncia a utilizacao
do sequenciamento de DNA e RNA esta permitindo obter informacgdes significativas
sobre variabilidades genéticas, epigenéticas e estruturais ocultas que podem auxiliar
no melhoramento de caracteres complexos de leguminosas (Kagale e Close 2021).

Por meio desses avancgos a gendmica das leguminosas vem se desenvolvendo
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rapidamente. A primeira espécie de leguminosa pertencente a subfamilia
Papilionoideae a ser sequenciada foi a soja ( G. max L.), h4 mais de duas décadas
(Schmutz et al. 2010).

Posteriormente foram geradas as sequéncias do genoma de referéncia para as
principais culturas de leguminosas, incluindo feijao guandu (C. cajan L.) (Varshney et
al. 2012), grao de bico (C. arietinum L.) (Varshney et al. 2013), feijjado comum (P.
vulgaris L.) (Schmutz et al. 2014 ), ervilha (P. sativum L.) (Kreplak et al. 2019),
feijdo-caupi (V. unguiculata L.) (Lonardi etal. 2019 ). E recentemente os genomas do
Lablab (Lablab purpureus L.) (Chang et al. 2018) e de duas espécies de tremoco
(Lupinus angustifolius L. e Lupinus albus L.) (Kamphuis et al. 2021) foram

sequenciadas.

2.5. GENOMA PLASTIDIAL

Os plastidios séo caracterizados por possuirem
estruturas subcelulares (organelas) que desempenham fungbes essenciais nas
células vegetais, como a fotossintese e geracdo e armazenamento de metabdlitos
(Choi et al. 2021). Desenvolveram-se inicialmente por meio de um evento
endossimbidtico entre os procariontes fotossintéticos e 0s ancestrais eucariéticos das
algas (Keeling 2013, Sevéikova et al. 2015), que em decorréncia desse
acontecimento desenvolveram membrana dupla (Cavalier-Smith 2000, Raven et al.
2001). Os plastidios podem ser classificados em indiferenciados e diferenciados. Os
indiferenciados sdo pequenos e de estrutura clara chamados de proplastideos,
detectadas nos tecidos meristematicos e reprodutivos. Em contrapartida o0s
diferenciados sao subdivididos em leucoplastos (branco), cloroplastos (verde) e
cromoplastos (amarelo, laranja ou vermelho) (Jarvis e Lopez-Juez 2013, Choi et al.
2021).

Os cloroplastos sédo organelas vegetais especializadas em fotossintese
presentes em algas e plantas, sendo a fotossintese a sua principal funcdo. Além da
importancia da fotossintese na sustentacdo, desenvolvimento vegetal e na
produtividade das culturas, os cloroplastos também s&o responsaveis por diversas
funcdes essenciais, como sintese de aminoacidos e acidos graxos, importacdo de
proteinas plastidiais, protedlise e sinalizacao de estresse nas plantas (Xu et al. 2015,
Chan et al. 2016).

O genoma do cloroplasto é constituido do seu préprio DNA (cpDNA),

conformacdo circular e fita dupla, sendo independente do genoma nuclear com uma
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estrutura altamente conservada e heranca exclusivamente materna (Raubeson e
Jansen 2005, Bock 2007, Xiong et al. 2009, Wicke et al. 2011).

Geralmente, esse genoma é composto por uma grande regido de copia Unica
(LSC), uma pequena area de cépia unica (SSC) e por duas regides invertidas (IR)
(Bock 2007, Wicke et al. 2011), com 120 a 130 genes (Rogalski et al. 2015),
codificando rRNA, tRNA, peptideos e trés genes para a subunidade da RNA
polimerase, genes para o fotossistema I, fotossistema I, citocromo e sintese de ATP
com aproximadamente 80 proteinas (Green et al. 2011, Huang et al. 2013). Seu
tamanho pode variar de 107 kb a 218 kb, a depender da espécie (Daniell et al. 2016,
Menezes et al. 2018).

Dentre todos os genes encontrados nos genomas plastidiais alguns ganham
grande destaque nas analises filogenéticas, como 0s genes matK, psaA, psbA, psbD,
rbcL e rpoC2, por estarem ligadas a funcdes fisiolégicas de grande importancia nas
plantas. O gene matK possui aproximadamente 1570 pb e codifica para a organela
intron maturase, uma proteina que splicing introns RNA do tipo Il (Neuhaus e Link
1987). Nesse sentido, o matK tem uma fungéo imprescindivel no cloroplasto, como
um fator de splicing pdés-transcricional, haja vista que os transcritos de RNA sao
necessarios para o pleno funcionamento do cloroplasto, como no processo de
fotossintese (Michelle et al. 2007). Por possuir uma maior taxa evolutiva (se
comparado a outros genes plastidias), o0 gene matK é amplamente utilizado na em
construcdes filogenéticas a nivel de ordem ou familia (Lahaye et al. 2008), bem como
a nivel de género ou espécie (Wilson et al. 2005), sendo também bastante relatado
em estudos de DNA Barcode de plantas (Gao et al. 2008).

O gene rbcL codifica a maior subunidade da enzima RuBisCO (ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase oxidase), que € uma enzima reguladora que atua na catalisagdo
e fixagdo de CO:2 e a oxigenase, determinante na fotossintese liquida (Andersson e
Backlund 2008). Esse gene é bastante utilizado em estudos que envolvem a
sistematica de plantas, por apresentar uma taxa de evolu¢cao mais conservadora, que
propicia uma significativa resolucéo das relagfes a nivel de familia botanica (Chase
et al. 1993, Salamin et al. 2005, Pinto 2015). Esse gene também tem por vantagem
a combinacao do intron tnrL e os espacadores intergénicos trnL-trnF que tem sido
bastante empregada nas analises filogenéticas a nivel de taxon, tornando-se eficiente
em identificar variacdes inter e intraespecifica em diferentes espécies (Tsai et al.
2006). Nesse sentido, os genes rbcL tém sido amplamente utilizados em estudos

filogenéticos a nivel de subclasses e familias, inclusive entre diversos grupos de
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gimnospermas e angiospermas (Hollingsworth et al. 2016), bem como nos estudos
de barcoding, por ser universal, facilmente amplificado e por sua comparabilidade
(Chase et al. 2007).

O gene psbA codifica a proteina D1 envolvida no centro da reacdo do
fotossistema 1l (PSIl) (Mulo et al 2009, Wegener et al. 2015). Constantemente a
proteina D1 estd sujeita a fotodano devido a natureza da fotoquimica do PSII,
reduzindo assim a atividade fotossintética. Nesse sentido, apos a desmontagem
parcial do complexo PSII, as proteinas D1 que sofreram fotodanos sédo substituidas
por novas proteinas D1 (Takahashi e Badger 2011, Lu et al. 2013). Dessa forma, a
eficiéncia de transcricdo e traducéo de psbA durante a fotoinibicdo desempenham um
papel importante nas respostas ao estresse de alta luz e temperatura (Pfannschmidt
etal. 1999, Danilova et al. 2018). Huo et al. (2016) analisando o efeito do gene psbA
do milho (ZmpsbA) na tolerancia a seca do tabaco (Nicotiana tabacum L.),
constataram que a superexpressdo de ZmpsbA melhora a tolerdncia a seca em
tabaco, atenuando a reducdo fotossintética, diminuindo o acumulo de espécies
reativas de oxigénio e danos na membrana, acioando o sistema de defesa da planta
contra o0 estresse abibtico. Nesse sentido o ZmpsbA pode ser utilizado no
melhoramento molecular de plantas para tolerancia a seca.

O gene psbD codifica a proteina D2 do centro de reacdo da PSII, sendo
controlado por promotor Unico responsivo a luz azul (BLRP) que por sua vez, é
transcrito pelo plastidio de RNA polimerase (Yuichi et al. 2004). A transcri¢cao de psbD
BLRP além de ser regulada pelo fator sigma 5 localizado no cloroplasto (Nagashima
et al. 2004, Sunoyama et al. 2004), também é induzida por estresses abidticos, tais
como salino, osmotico e baixa temperatura (Nagashima et al. 2004). A transcricdo de
psbD BLRP também é intermediado pelo processo de sinais de fitocromos em
resposta as proporcoes relativas de luz vermelha e vermelha distante (Belbin et al.
2017). Dessa forma, a transcri¢cdo do psbD BLRP é permeada pela resposta da planta
ao estresse abidtico e a percepcédo da luz (Zhang et al. 2020). Por conseguinte, a
reducao dos efeitos negativos ocasionados pela luz intensa ao PSII, pode ser obtido
pela alta atividade de psbD BLRP que favorece a sintese de D2 (Tsunoyama et al.
2002).

O gene psaA codifica a clorofila a-apoproteina P700 do fotossistema |, que é
dividido em trés éxons separados que se apresentam de forma dispersa em loci
distante do genoma cpDNA (Kick et al. 1987). Pelos éxons serem ladeados por

sequéncias de introns do grupo Il, sdo necessarias duas reacdes de trans-splicing
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para gerar um RNA mensageiro maduro (Glanz e Kick 2009). Duas proteinas de
repeticdo octatricopeptidica (RAT2 e RAA1) séo indispensaveis para o trans-splicing
do gene psaA (Balczun et al. 2005, Merendino et al. 2006, Eberhard et al. 2011).
Dessa forma, mutantes com falha no RAT2 ou RAAL, além da deficiéncia no trans-
splicing, também tém uma baixa eficiéncia fotossintética, uma vez que ndo possuem
a clorofila a-apoproteina P700 (Kiick et al. 1987 Goldschmidt-Clermont et al. 1990,
Jacobs et al. 2010).

O gene rpoC2 desempenha uma importante fungéo, codificar a subunidade 3
da RNA polimerase (RNA polimerase tipo 1) (Androsiuk et al. 2020). Sendo a RNA
polimerase uma enzima fundamental no controle da transcricdo gendmica e
expressdo génica (Han et al. 2022). O gene rpoC2 também é considerado uma
sequéncia de cloroplasto de rapida evolucdo (Logacheva et al. 2007), que passa por
selecdo positiva em diversos grupos de espécies de plantas (Androsiuk et al. 2020).

Além da diversidade dos genes e suas func¢des, também é observado uma
variagdo no tamanho do plastoma, que em leguminosas se deve a um fenébmeno
evolutivo, ocasionando a expansao, contragao ou perda das regides invertidas (IR)
(Davis e Soreng, 2010). Sendo os plastomas menores caracterizados pela perda da
IR, agrupadas no clado sem repeticdo invertida (IRLC) (Wojciechowski et al. 2000).
Em contrapartida os plastomas maiores tem por caracteristica as IRs em expansao,
tipico das espécies do clado de expansao repetida invertida (IREC) (Dugas et al.
2015, Wang et al. 2017). Nas espécies da subfamilia Papilionoideae comumente sao
observadas inversfes do plastoma (Doyle et al. 1996). Por apresentarem desvios da
estrutura tipica do plastoma, as leguminosas (Fabaceae) denotam varios rearranjos
de relevancia filogenética (Wojciechowski et al. 2000). Desse modo, andlises
comparativas do cpDNA de espécies diversas também propiciam uma melhor
compreensao da evolucéo estrutural dos genomas (Yang et al. 2019).

O genoma plastidial tornou-se uma ferramenta bastante importante em estudos
envolvendo a filogenia e evolugéo de espécies, visto que oferece diversas vantagens,
incluindo tamanho altamente conservado, estrutura, ordem linear dos genes e
conteudo genético (Chumley et al. 2006, Shaw et al. 2007, Avise 2009, Green et al.
2011), bem como natureza nao recombinante, heranca uniparental e estar distribuido
abundantemente na célula (Nishikawa et al. 2002, Dhingra e Folta 2005, Provan
2008).

Por todas essas vantagens e com o advento do Sequenciamento de Nova

Geracéo e os avancos das ferramentas de bioinformatica, nos ultimos anos observou-
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se um aumento significativo no niamero de estudos a partir dos genomas plastidiais,
incluindo analises filogenéticas (Penjor et al. 2013, Morton e Telmer 2014, Fu et al.
2017, Khan et al. 2019, Liu etal. 2019, Koenen et al. 2020, Jimenez et al. 2020, Zha
et al. 2020), caracterizacdo in silico de proteina (Jimenez et al. 2019), estudos
filogeograficos (Pfeil et al. 2008, Scarcelli et al. 2011, Apeelhans et al. 2018, Wu et
al. 2018), geralmente obtidos a partir de genes plastidiais.

Atualmente no banco de dados NCBI, estdo disponiveis as sequéncias de
nucleotideos do genoma completo de cloroplasto de diversas espécies vegetais. Para
as espécies da subfamilia Papilionoideae é possivel encontrar as sequéncias dos
plastomas de 394 espécies (NCBI 2022). As sequéncias dos genomas plastidiais das
leguminosas Papilionoideae depositas nos bancos de dados propiciard novos avancos

nas diversas areas da biologia molecular.

2.6. FILOGENIA MOLECULAR

Entende-se por filogenia o estudo das relagcbes evolutivas entre grupos
taxonémicos, que é representada por uma arvore filogenética (representacao grafica)
gue associa essas relacdes evolutivas. Geralmente essas arvores apresentam nos
que sao ligados por ramos, onde esses ramos representam a estabilidade de um
ancestral genético ao longo do tempo, e cada né representa o surgimento de uma
nova linhagem a partir desse ancestral comum (Ridley 2006, Yang e Rannala 2012).
Desse modo, as relacdes filogenéticas entre um grupo especifico de espécies podem
ser inferidas a partir de caracteres analogos partilhados por esse grupo de espécies.
Esses caracteres podem ser morfolégicos ou moleculares, contudo, atualmente nos
estudos filogenéticos dao-se preferéncia por associar um maior numero de caracteres
moleculares, por meio de marcadores moleculares de diversas espécies (Ridley 2006,
Aleixo et al. 2006, Gompert et al. 2006, Maira et al. 2013).

Neste sentido, a filogenia molecular se diferencia da filogenia de caracteres
morfologicos pela utilizacdo de marcadores moleculares, que podem ser sequéncias
de nucleotideos, RNA e proteina, que auxiliam no esclarecimento das relacdes
evolutivas de espécies pertencentes a um determinado tdxon (Graur e Li 2000). O
estudo de caracteres moleculares & muito semelhante ao da inferéncia com caracteres
morfologicos, entretanto, ndo existe tanta variacdo na sequéncia de DNA e
aminoécidos, por esse motivo os marcadores moleculares se sobressaem por se
basearem apenas na expresséao fenotipica, bem como moderada interacdo epistatica

e pleiotrépica, sendo indiferente ao estagio de desenvolvimento do individuo (Aleixo
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et al. 2006, Ridley 2006). Por esses motivos os dados moleculares tem sido
correlacionados com os dados morfolégicos, afim de confirmar a ligagéo evolutiva de
espécies pertencentes ao mesmo taxon (Aleixo et al. 2006). Neste sentido, os dados
moleculares revolucionaram os estudos evolutivos, aumentando de forma exponencial
a resolucéo das arvores filogenéticas antes ndo bem esclarecidas (Patil et al. 2015).

Dessa forma, varios genes plastidiais sao utilizados em estudos que relacionam
espécies dentro de familia ou género, incluindo, accD, matK, ycfl, ycf2, rpoC2, ndhF,
em contrapartida os genes psbC, psbB, rbcL, ndhB, psbA, psbD, psaB e psaA, permite
fazer inferéncias filogenéticas a grupos taxonémicos mais distantes, como entre
angiospermas e gimnospermas (Kim et al. 2009).

Diante disso, os estudos filogenéticos da subfamilia Papilionoideae baseado
em genes de cloroplastos vem revelando informagOes esclarecedoras para
compreensao das relacdes evolutivas dessa subfamilia, entretanto a maioria dessas
analises utilizam poucos genes, como matK ou rbcL, sendo necesséario a insercéo de
um maior conjunto de genes e tdxons para um estudo evolutivo mais esclarecedor
(Cardoso et al. 2013).

Para tanto, os tipos de andlises utilizados na constru¢cdo de arvores
filogenéticas por meio de marcadores moleculares sado as fenéticas e cladisticas
(Emygdio et al. 2003). Nas analises fenéticas, sao consideradas apenas medidas de
de similaridade fenotipica, utilizando o maximo de caracteres possiveis, ndo levando
em consideragdo as questbes de ancestralidade, sendo o UPGMA o algoritmo mais
utilizado. Por outro lado, no método cladistico se baseia na historia evolutiva do
ancestral comum entre espécies do mesmo taxon (Lesk 2008, Marouelli 2009).

Os métodos cladisticos mais utilizados na reconstrucéo filogenética sdo os de
Méxima Parcimonia (Farris 1983), Maxima verossimilhanca (Edwards e Cavalli-Sforza
1964) e Analise Bayesiana (Huelsenbeck et al. 2001).

O método da Maxima Parcimonia baseia-se na escolha da hipdtese que implica
no menor nimero de mudancas ao longo de todos 0os ramos para gerar reconstrucées
filogenéticas (Ridley 2006, Lesk 2008). Esta andlise geralmente geram mais de uma
arvore, dessa forma o pesquisador devera escolher a arvore de maior consenso entre
as arvores geradas para a analise filogenética em questdo (Marouelli 2009). Esse
método tem como desvantagem a ndo garantia de que todas as informacgfes contidas
nas sequéncias serao recuperadas, uma vez que nem toda variabilidade sera utilizada
como sequéncia de sitios de DNA elucidativo, em virtude de o principio da parcimonia

NAo conseguir assegurar que esses sitios ndo poderiam ser alterados ao longo das
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mudancas evolutivas na espécie atual e o ancestral mais proximo (Nei e Kumar 2000,
Ridley 2011). A Maxima Parcimdnia ndo especifica um modelo de substituicdo
determinante. Dessa forma tem como suposicdo uma taxa de evolugao lenta (Xia
2020).

Diferentemente da Maxima Parcimbnia, na Maxima Verossimilhanca sua
analise leva em consideracao todos os sitios informativos (até eventos mutacionais)
sem diferenciagdo (Schneider 2007, Lesk 2008, Lemey et al. 2009). No qual o
principio da Maxima Verossimilhanca baseia-se em uma construcao filogenética por
meio de probabilidades quantitativas complexas, que a partir das sequéncias
averiguadas, um modelo estatistico é disponibilizado, sendo levado em consideracdo
sua topologia e comprimento dos ramos baseado nos valores de probabilidade, para
construcé@o da ancestralidade das espécies taxondmicas analisadas. Dessa forma, a
topologia de maior probabilidade sera a mais correta, sendo a arvore filogenética mais
precisa (Schneider 2007, Lesk 2008, Lemey et al. 2009). Atualmente, com a elevada
disponibilizacéo de sequéncias nos bancos publicos, atrelado ao surgimento de novas
ferramentas de bioinformética e uma maior capacidade computacional, a Maxima
Verossimilhanga se tornou um dos métodos mais comumente usados por sua maior
precisédo para inferéncia filogenética (Ridley 2006).

A anélise bayesiana é um método estatistico que consiste na avaliacao de
hipdteses pela Maxima Verossimilhanga. Essa analise € fundamentada em trés tipos
de distribui¢cdes de probabilidades, a priori, verossimilhanca e posterior. No célculo da
inferéncia bayesiana a probabilidade posterior de uma hipétese (uma arvore) é
advinda pela verossimilhanca multiplicada pela probabilidade a priori desta hipétese,
estando esse valor associado a probabilidade da arvore estar correta por meio da
probabilidade, modelo e dados selecionados anteriormente. Para tanto a hipGtese
perfeita € a que exibe a maxima probabilidade posterior, para essa estimativa &
necessario selecionar um modelo evolutivo, onde este valor pode ser analisado como
sendo a probabilidade da arvore estar correta (Felsenstein 2004, Huelsensbeck et al.
2001).

Nos métodos cladisticos a melhor arvore é configurada como sendo aquela que
apresenta uma menor variacdo ao longo dos ramos, que geralmente expressam a
confiabilidade (teste de confianca) das arvores filogenéticas por meio do método do

bootstrap (Yang e Rannala 2012).
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2.7. SISTEMATICA FILOGENETICA

A sistematica vegetal € a area da botanica responséavel pela construcao de
hipdteses filogenéticas que tem por intuito estudar a diversidade e as relagbes
evolutivas das plantas. O papel da sistematica € reunir as espécies dentro de um
sistema que leva em consideracdo suas caracteristicas morfolégicas, relacdes
genéticas e afinidades. A sistematica muitas vezes pode ser confundida com a
taxonomia, entretanto essa ciéncia atua na elaboracdo das leis que norteiam a
classificacdo, diferentemente da sistematica que se baseia na morfologia para
classificar os seres vivos (Barroso 2004).

Nesse sentido, a sistemética filogenética permite reconstruir a historia evolutiva
dos organismos por meio de hipéteses apoiada na ancestralidade comum entre esses
organismos (Marques e Amorim 1996, Lopes et al. 2014). Para tanto, é necessario
entender que uma determinada caracteristica possivelmente podera sofrer variacdes
na descendéncia, passando a se apresentar com modificacdes, que serao
posteriormente herdadas nas geracOes seguintes (Lopes et al. 2014). Sendo a
apomorfia o termo designado para definir a caracteristica (variagdo) mais recente,
oriunda de um caréater derivado de uma espécie ancestral, e que sdo determinantes
para definir um novo grupo. Os caracteres homélogos apomdérficos podem ser
exclusivos de apenas um taxon (autapomorfia) ou compartilhada por dois ou mais
taxons originados de um mesmo ancestral (sinapomorfia) (Amorim 2002, Lopes et al.
2014).

Para o entendimento de uma filogenia é necessario compreender a distribuicdo
dos taxons ao longo da arvore filogenética, onde os organismos sao posicionados em
arvores do tipo cladograma baseado no seu parentesco, em que 0s grupos unidos por
apomorfias sdo denominados de monofiléticos, por possuirem um ancestral comum
mais recente para todos os seus descendentes (Santos 2008). No entanto,
agrupamentos que excluem uma das linhagens descendentes do mesmo ancestral
comum, sdo chamados parafiléticos (Amorim 2002, Lopes et al. 2014). Nos estudos
de filogenia molecular, comumente as sinapomorfias séo utilizadas para classificar as
espécies mais proximas (Lesk 2008).

Atualmente, cada vez mais as analises moleculares sdo associadas a
caracteres morfolégicos, anatémicos, embriol6gicos e bioquimicos para solucionar
problemas na filogenia de varios grupos de espécies. Para tanto se faz necessario

compreender como foi realizado a classificagéo de cada grupo em estudo.
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Nesse sentido, a familia Leguminosae anteriormente era distribuida em trés
subfamilias, Papilionoideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae, tomando como base
em um pequeno conjunto de caracteres florais conspicuos, que foram recentemente
reclassificadas por meio de uma filogenia mais abrangente de taxons associado a
evidéncias morfologicas e moleculares (gene de cloroplasto matK), o que possibilitou
a reclassificacdo das trés subfamilias tradicionais em seis subfamilias, sendo elas
Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e
Papilionoideae (LPWG 2017).

A origem das leguminosas esta diretamente relacionado com o limite Cretaceo-
Paledgeno (K-Pg) (Koenen et al. 2020, Zhao et al. 2021), sendo a idade da coroa
estimada em mais de 67,28 milhdes de anos atrds (mya), (Zhao et al. 2021).
Posteriormente a esta época, sucedeu uma rapida diversificacdo entre as seis
subfamilias dentro de 0,82 mya, proximo de 67 mya (Zhao et al. 2021). Que
proporcionou a essas espécies uma dominancia ecologica nos mais diversos tipos de
vegetacdo, que por meio de registro fésseis sugere que elas alcancaram tal destaque
apos o K-Pg em paralelo com diversos grupos de animais bem estudados, incluindo
Placentalia e Neoaves (Koenen et al. 2021).

O tempo de diversificacdo para a maioria das tribos de Papilionoideae é
estimado em 64 a 50 milhdes de anos (final do Paleoceno ao inicio do Eoceno). Dentro
de Papilionoideae, NPAAA (acumulo de aminoacidos ndo proteicos) € o maior clado,
gue inclui a maioria das leguminosas de importancia alimentar e econémica, divergiu
da tribo Baphieae em 59,49 mya. Os representantes de algumas tribos de
Papilionoideae, como Desmodieae e Phaseoleae, possivelmente originaram-se a 50-
35 mya (durante o Eoceno médio e tardio).

Liet al. (2013), estudando a diversidade das leguminosas phaseoldides
(Papilionoideae) utilizando trés marcadores de cloroplasto (rbcL, regido trnL-F e
regiao trnK/matK), obtiveram um tempo de divergéncia estimado de 39,5 mya (35,7—
43,2 mya) para idade de caule e 28,6 mya (25,8-31,2 mya) para idade de coroa.

Na literatura ndo existe um consenso acerca do numero cromossémico base
de Papilionoideae, sendo observado estudos a nivel de clados ou tribos. Para Zhao et
al. (2021) o numero base de Papilionoideae é x = 28, originario no ancestral dos
Genistbides, Dalbergioides e em outros papilionoides, ou até antes no ancestral de
Papilionoideae. Para as tribos Dalbergieae e Phaseoleae seguiu um padrédo de
nameros cromossémicos de base x = 10 (Moraes et al. 2020) e 11 (Lackey 1980,

Bruneau et al. 1995, Espert et al. 2008), respectivamente.
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Outros estudos também observaram espécies que apresentam comportamento
de x = 20 ou 40 (Glycines) sendo estes polipldides estabilizados (Doyle 2012, Lackey
1980, Singh 2019). Doyle (2012) analisando quase 400 géneros com base no nimero
cromossOmico para poliploidia, observou que em um quarto desses géneros tinha
taxons polipléides, sendo muitos membros de Genisteae, Pterocarpus (2n = 22, 24,
44), numerosos Mirbelioides, Caragana (2n = 16, 24, 32, 48) e Glycine (2n = 38, 40).
Para os representantes do género Abrus (tribo Abreae) apontam para um status
tetrapléide com base em 2n = 22 para A. precatorius e A. pulchellus, concordando
com um numero cromossoémico basico de 11 (Agbagwa e Okoli 2020).

A subfamilia Papilionoideae € bem suportada nos trabalhos filogenéticos,
sendo considerada monofilética (Doyle 1995, Kass e Wink 1997, Doyle et al. 2000,
Kajita et al. 2001, Wojciechowski et al. 2000, Kajita et al. 2001; Wojciechowski et al.
2004, Lavin et al. 2005, McMahon e Sanderson 2006, Cardoso et al. 2012, Cardoso
etal. 2013, LPWG 2013, Tozzi 2016). Entretanto, as relacdes entre varios subclados
nao estdo elucidados dentro do clado de inversdo de 50 kb, que inclui a tribo
Exostyleae, os clados Andira e vataireoid, os genistoids sl, o dalbergioids sl, e o clado
NPAAA (Zhao et al. 2021). Dessa forma, varias tribos ou clados em Papilionoideae
nao sdo monofiléticos, como observado por Egan et al. (2016) para as tribos
Millettieae e Phaseoleae.

Na mais recente filogenia o clado NPAAA foi considerado monofilético, com as
representantes de Andira e Baphieae como irmas desse clado (Zhao et al. 2021).
Dentro deste mesmo clado foi observado a tribo Hypocalypteae como sendo irma dos
demais grupos, ao passo que, sendo os clados Mirbelioides e Hologalegina irméos de
Indigofereae/milettioids. Para o clado Hologalegina foi observado que as tribos
Robinieae e Sesbanieae + Loteae sdo irmés do clado sem clado sem repeticao
invertida (Zhang et al. 2020, Zhao et al. 2021).

Zhao et al. (2021) no seu trabalho de filotranscriptémica nuclear e filogenémica
comprovam que o clado ADA (representado pelas tribos monofiléticas
Angylocalyceae, Dipterygeae e Amburaneae), Swartzieae e Cladrastideae, s&o irmas
dos papiliondides do clado de inverséo de 50 kb. Assim como as linhagens Exostyleae
e vataireoid classificadas como irmés do clado de inversdo de 50 kb, que originam
dois grandes clados. Sendo um desses dois clados representados por nove tribos
divididas em dois subclados de dalbergidides sl (duas tribos) e genistbides sl (sete
tribos), com o outro grande clado dividido no clado do género Andira, tribo Baphieae
e no clado NPAAA.
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A tribo Indigofereae € suportada como monofilética e irmad do clado
Millettioid/Phaseoloid (Hu et al. 2000, Kajita et al. 2001, Wojciechowski 2003, LPWG
2017, Zhang et al. 2020, Zhao et al. 2021). Sendo os representantes do clado
Millettioid/Phaseoloid os géneros Aganope, Austrosteenisia e Dalbergiella irmaos dos
demais Millettioid/Phaseoloid (Zhao et al. 2021). Estudos suportam a tribo Abreae
como irméa de Diocleae+Millettieae (Queiroz et al. 2015, LPWG 2017, Zhao et al.
2021).

Dentro do clado NPAAA, a tribo Phaseoleae é parafilético, com as tribos
Desmodieae e Psoraleeae aninhadas a ela (Kajita et al. 2001, Egan et al. 2016,
LPWG 2017, Zhao et al. 2021). Contudo, as relacdes entre os representantes do clado
Millettioid/Phaseoloid, especialmente a tribo Phaseoleae, ainda possuem uma
sucessado de duvidas (Stefanovic et al. 2009, LPWG 2017, Zhao et al. 2021).

2.8. INIBIDOR DE PROTEASE DO TIPO BOWMAN-BIRK

Os inibidores de protease (IPs) séo reconhecidos como peptideos ou pequenas
proteinas que impedem a atividade proteolitica de enzimas, possibilitando a formacgéo
de complexos estequiométricos de elevada afinidade (Bode e Huber 2000). Sendo
encontrados de forma abundante em plantas, animais e microrganismos (Lone et al.
2021). Sao produzidos no sistema de defesa enddgeno das plantas que se expressam
sob condicbes de estresses bidticos, como ataque de patdgenos e insetos; ou
abidticos como estresse salino, metais pesados e por variagdes na temperatura; como
também por ferimentos na planta (Krishnan e Murugan 2015).

Esses inibidores sao distribuidos em familias, apoiados por suas estruturas
primarias e terciaria, € seus mecanismos de inibicdo (Laskowski e Qasim 2000).
Informacgdes disponiveis no banco de dados MEROPS, indicam que os IPs séo
divididos em 38 grupos e subdivididos em 78 familias, dependendo de sua
especificidade inibitéria (Rawlings et al. 2018). Dentre essas, uma familia bem
estudada é a dos inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI). Nas plantas, os BBIs sdo mais
abundantemente encontrados em sementes e tubérculos de leguminosas (Fabaceae),
Solanaceae, Cucurbitaceae, Poaceae (Connors et al. 2002) e Astaraceae (girassol)
(Korsinczky et al. 2001).

O primeiro BBI foi isolado a partir de sementes de soja (G. max) por Donald E.
Bowman em 1946 (Bowman 1946), e posteriormente caracterizado por Birk em 1963
(Birk et al. 1963). Na literatura os BBIs sdo evidenciados como uma das familias de

IPs naturais mais bem reconhecidas e caracterizadas (Kennedy 1998, Losso 2008,
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Clemente et al. 2011, Clemente e Arques 2014).

Os BBIs de dicotiledénea sao caracterizados por apresentarem dois dominios
homodlogos, em que cada um possui uma al¢a de insercdo, uma estrutura simétrica de
“‘duas cabecgas”, onde cada dominio contém um sitio reativo de ligagao de inibigao
independente e simultdanea de duas serinoproteases de especificidade diferentes
(Chenetal. 1992, Lin et al. 1993, Rao e Suresh 2007, Hellinger e Gruber 2019). Via
de regra, o primeiro sitio € ativado para inibir a tripsina, ao passo que o segundo sitio
inibi a quimotripsina ou elastase (Qi et al. 2005, Lioi et al. 2010). Onde sua estrutura
tridimensional é estabilizada, principalmente pela presenca de sete pontes dissulfeto,
associado a um pequeno auxilio do nucleo hidrofébico da molécula (Chen et al. 1992),
gue aumentam sua estabilidade, com uma estrutura sélida e consistente que se
mantém estaveis a pH drasticos e condi¢des de temperaturas extremas (Rao e Suresh
2007, Hellinger e Gruber 2019).

Existe diferenca entres os BBIs de dicotiledbnea e monocotileddénea. Mello et
al. (2003), evidenciou que plantas dicotiledonea de diferentes géneros sé&o
constituidos por 14 residuos de cisteina e sete ligagfes dissulfeto, ao passo que 0s
BBIs monocotiledbneas possam apresentar de dez a 26 cisteinas, que formam de 5 a
13 ligacGes com residuos de cisteina conservados. Esses mesmos autores sugerem
gue a estrutura de duas cabecas possa ter surgido de um inibidor ancestral de uma
cabeca, por meio de uma duplicagdo genética interna. Analises filogenéticas, também
evidenciaram que os BBIs de plantas dicotiledoneas sédo relativamente préximos.

Na literatura € relatada diversas funcdes defensivas dos BBIs nas plantas,
sendo sua maior refletida na acéo inseticida, essa funcdo estad intimamente
relacionada com sua atividade nas proteases intestinais, que reduz a assimilagéo de
aminoacidos, que possibilita um retardo no desenvolvimento dos insetos que se
alimentam dessas plantas (Deepika e Nath 2010). Além disso, alguns BBIs também
podem inibir proteases produzidas por patdégenos, que possibilita seu efeito
antimicrobianos (Kim et al. 2009); bem como no desenvolvimento de tolerancia ao
estresse abibtico, como salino (Shan et al. 2008) e hidrico (Dramé et al. 2013).

Diversas andlises voltadas para funcéo anti-inseto de BBI tém sido relatadas,
como o efeito inseticida de dois BBIs isolados a partir de sementes de feijdo guandu
(C. cajan) (Prasad et al. 2010a) e Vigna mungo (Prasad et a. 2010b) contra diferentes
insetos lepiddpteros. No amendoim, o BBI (PnBBI) isolado de suas sementes
apresentou-se com um efeito inibitério contra uma das pragas mais destrutivas dessa

cultura, Helicoverpa armigera (Lokya et al. 2020).
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O isolado de BBI de Clitoria fairchildiana favoreceu um efeito inseticida
consideravel em andlise in vitro contra enzimas similares a tripsina do intestino médio
larval de traca da farinha (Anagasta kuehniella), broca da cana-de-acucar (Diatraea
saccharalis) e a lagarta das macas (Heliothis virescens) (Dantzger et al. 2015).
Também foi descrito o efeito inseticida de BBIs contra pulgbdes, como o pulgdo-da-
ervilha (Acyrthosiphon pisum) (Rahbé et al. 2003) e pulgdo verde escuro
(Macrosiphum euphorbiae) (Azzouz et al. 2005). BBIs também exibem atividade
inseticida contra broca do café (Hypothenemus hampei) (Pereira et al. 2007), algodao
com o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) (Francoa et al. 2003) e H.
armigera (Kuhar et al. 2013), milho com a broca maior do gréo de milho (Prostephanus
truncatus) (Aguirre et al. 2004) e o besouro castanho (Tribolium castaneum (Oppert
etal. 1993).

Assim, o uso dos BBIs pode evidenciar genes para a engenharia genética de
plantas com importancia econdmica e que nao produzem esse inibidor, o que
configuraria como uma estratégia promissora para produzir plantas transgénicas
resistentes a insetos (Clemente et al. 2019), como também a patégenos e alguns
estresses abidticos. Dessa forma, possibilitaria a reducdo dos custos, do tempo e os
esforcos demandados na protecdo das culturas contra ao ataque de insetos e
patogenos, contribuindo para o meio ambiente mais sustentavel.

Além disso, estudos revelam que os BBIs possuem propriedades anti-
inflamatorias (Ware et al. 1999; Qi et al. 2005), propiciada pela inibicdo ou modulagéo
da atividade de serinoproteases que participam da producéao de citocinas inflamatérias
(Gitlin-Domagalska et al. 2020). Como também, propriedades anticancerigenas
(Armstrong et al. 2003; Kennedy et al. 2002), que esta intimamente associada a sua
capacidade especifica de inibir serina proteases (Gitlin-Domagalska et al. 2020).
Dessa forma, na literatura € demostrado que os dois sitios de ligacdo do BBI, que
exibe atividades antitripsina e antiquimotripsina, esta ligado ao efeito antiproliferativo
nas células cancerigenas do célon (Clemente et al. 2010).

Jacobsen et al. (1998) relataram que populagdes que consomem quantidades
mais elavas de sementes de leguminosas a incidéncia de cancer de cdlon, prostata,
mama e pele € moderadamente mais baixo. Essas fun¢des fazem com que os BBIs
oferecem alto potencial farmacéutico, como novos agentes no tratamento do cancer
(Lioi et al. 2010).
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1 Filogenia com base em marcadores plastidiais revela insigths sobre as relac6es de espécies
2 de Papilionoideae

3 Flavia Gomes da Silval”, Romulo Maciel de Moraes Filho?, Luiza Suely Semen Martins?,
4 Robson da Silva Ramos®#, Gheysa Coelho Silva!

5 Resumo A subfamilia Papilionoideae abrange mais de 14.000 espécies, 501 géneros e 32 tribos,

6 representando dois tercos de todos 0s géneros e especies da familia Fabaceae (Leguminosae).

7 Os papiliondides sdo reconhecidos por sua importancia alimentar e forrageira, ampla

8 distribuicdo nos diversos biomas e grande variacdo na arquitetura floral, bem como estrutura

9 do plastoma. Devido a elevada conservacdo dos genomas de cloroplasto, se comparados com
10 os genomas nucleares e mitocondriais, as analises filogenéticas baseadas em DNA de
11 cloroplasto (cpDNA) vem elucidando as relag6es entre os principais taxons de Papilionoideae,
12 entretanto a filogenia de alguns clados da subfamilia permanece ndo solucionadas. Assim, este
13 estudo teve como objetivo realizar uma reconstrucédo filogenética das espécies de ramificacao
14 profunda de Papilionoideae. Para andlise de maxima verossimilhanca foram utilizadas
15 sequéncias concatenadas de seis loci (matK, psaA, psbA, psbD, rbcL e rpoC2) de cpDNA de
16 117 espécies de Papilionoideae. Os plastomas de Papilionoideae evidenciaram baixa
17 conservacgdo e similaridade. A analise filogenética resultou em uma arvore monofilética,
18 confirmando a divisdo da subfamilia em quatro principais clados, NPAAA, ADA, Genistoides
19 e Dalbergioides. Foi demonstrado a relacdo de grupo irméo, do clado ADA com o clado
20 Genistoides, com alto suporte. Dentro do clado NPAAA, foi evidenciado o parafiletismo das
21 tribos Phaseoleae e Millettiae, com filogenia do clado Genistoides nédo resolvida. Assim como,
22 observamos que apenas as espécies do clado ADA ndo possuem nodulos rizobianos, podendo
23 essa ser uma possivel sinapomorfia para suportar as relacdes desse grupo. As analises também
24 sugerem que os principais clados de Papilionoideae divergiram a partir do Paleoceno.
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34 Abstract The Papilionoideae subfamily comprises more than 14,000 species, 501 genera and
35 32 tribes, representing two-thirds of all genera and species in the Fabaceae family. Papilionoids
36 are recognized for their food and forage importance, wide distribution in different biomes and
37 variation in floral architecture as well as plastome structure. Due to the high-level conservation
38 of chloroplast genomes, when compared to nuclear and mitochondrial genomes, phylogenetic
39 analyzes based on chloroplast DNA (cpDNA) have been elucidating the relationships among
40 the main Papilionoideae's taxon. However, the phylogeny of some clades of the subfamily
41 remains unresolved. Aiming at the phylogenetic reconstruction of the deep branching species
42 of Papilionoideae, concatenated sequences of six loci (matK, psaA, psbA, psbD, rbcL and
43 rpoC2) of cpDNA from 117 species of Papilionoideae were analyzed using maximum
44 likelihood. The plastomes of Papilionoideae showed low conservation and similarity.
45 Phylogenetic analysis resulted in a monophyletic tree, confirming the division of the subfamily
46 into four main clades (NPAAA, ADA, Genistoids and Dalbergioids). The sibling group
47 relationship of the ADA clade with the Genistoids clade was demonstrated, with high support.
48 The paraphyly of the Phaseoleae and Millettiae tribes was evidenced within the NPAAA clade
49 with unresolved phylogeny of the Genistoids clade. As well, was observed that only species of
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50 the ADA clade have no rhizobian nodules, which may be a possible synapomorphy to support
51 the relationships of this group. The analyzes also suggest that the main Papilionoideae clades
52 diverged from the Paleocene onwards.

53 Keyword Leguminosae, Plastomes, Divergence time, In silico analysis
54 Introducéao

55 Papilionoideae é a maior subfamilia de Fabaceae (Leguminosae), com cerca de dois
56 tercos de todos os géneros e espécies da familia, representada por 501 géneros e 14.000 espécies
57 (LPWG, 2021). Essa subfamilia também é bem reconhecida por suas espécies economicamente
58 importantes, como soja (Glycine max L.), feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), feijao fava (P.
59 lunatus L.), feijdo caupi (Vigna unguiculata L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), ervilha
60 (Pisum sativum L.), lentilha (Lens culinaris) Clitoria ternatea L., espécies do género
61 Stylosanthes, dentre outras.

62 A classificacdo filogenética da subfamilia Papilionoideae vem sendo modificada ao
63 longo do tempo (Cardoso et al., 2012, 2013; LPWG, 2013, 2017), mas ainda existem relagoes
64 ndo totalmente esclarecidas na filogenia dessa subfamilia (Cardoso et al., 2013; Choi et al.,
65 2022; Zhao et al., 2019).

66 Os estudos filogenéticos sdo fundamentais para a sistematica e evolucgéo, fornecendo
67 conhecimento sobre os padrbes de diversificacdo, assim como a origem dos caracteres de
68 interesse das espécies (Machado et al., 2017). Esses caracteres podem ser explorados no
69 melhoramento de plantas, como a resisténcia a pragas, doencas e tolerancia ao estresse abiotico,
70 que possibilitam o desenvolvimento de cultivares mais produtivos (Hallauer, 2011).

71 O DNA de genomas plastidiais (cpDNA) sdo Uteis para realizar andlises comparativas
72 associadas a estudos filogenéticos e evolutivos, tendo como as principais caracteristicas
73 tamanho e natureza conservada, heranga materna e ser abundante nas células (Soltis e Soltis,
74 2020). Por conseguinte, sequéncias de genes de cpDNA séo cruciais em estudos filogenéticos,
75 genética de populagdes, filogeografia e identificacdo de espécies (Santos e Almeida, 2019; Song
76 et al., 2019; Yang et al., 2019). Apesar dos diversos estudos de filogenia e diversificacdo de
77 Papilionoideae, os resultados evidenciam a necessidade de novos estudos filogenéticos, uma
78 vez que a maioria dos estudos sdo baseados apenas em um Unico gene, sendo necessaria a adicao
79 de mais loci para uma analise filogenética mais esclarecedora (Cardoso et al., 2013).

80 Neste sentido, o objetivo desta pesquisa foi realizar a reconstrucdo filogenética das
81 espécies da subfamilia Papilionoideae e estimar o tempo de divergéncia, por meio de sequéncias
82 de marcadores plastidiais, para entender a historia evolutiva da subfamilia.

83 Materiais e métodos
84 Obtencédo das sequéncias

85 As sequéncias de genomas plastidiais completos de 121 espécies foram recuperadas por
86 meio da ferramenta BLAST do banco de dados Genbank no NCBI (National Center of
87 Biotechnology Information), sendo realizado o download em formato FASTA. Deste total de
88 espécies, 117 sequéncias sdo das espécies da subfamilia Papilionoideae, quatro do grupo
89 externo (outgroup) da analise filogenética, sendo duas sequéncias de espécies da ordem
90 Malvales, algodoeiro (Gossypium hirsutum) e cacaueiro (Theobroma cacao), e duas espécies
91 da ordem Rosales, macieira (Malus domestica) e figueira (Ficus carica) (Tabela 1). Também
92 foram obtidas as sequéncias de seis genes do cpDNA (matK, psaA, psbA, psbD rbcL e rpoC2)
93 de cada espécie.

94 Obtencéo dos dados das sequéncias dos genomas plastidiais
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95 Os valores de nimeros cromossdmicos das espécies utilizadas nesta pesquisa, foram

96 obtidos a partir de informacdes disponiveis na literatura e nos bancos de dados CCDB (The

97 Chromosome Counts Database, 2015) e IPCN (Index to Plant Chromosome Numbers, 2021).

98 Os dados de nodulacdo foram obtidos em Sprent (2009) e no banco de dados interativo ILDON

99 (Interactive Legume Database Of Nodulation: www.ildon.org.). A partir da ferramenta GeSeq
100 do Chlorobox (Chlorobox, 2021) foram extraidas, o tamanho do genoma em pares de bases
101 (PB), nimero de genes (Genes), numero de RNA ribossdmico (rRNA) e nimero de RNA
102 transportador (tRNA). Para a obtencdo da porcentagem de guanina e citosina (GC%) a
103 ferramenta Science buddies (Science buddies, 2021) foi utilizada (Tabela 1).

104 Alinhamento das sequéncias de genomas plastidiais

105 O alinhamento foi realizado no servidor mVISTA (Brudno 2003) utilizando o algoritmo
106 mMLAGAN para 28 espécies de Papilionoideae, e a espécie Stryphnodendron adstringens,
107 pertencente a subfamilia Caesalpinioideae como grupo externo. Os parametros padrdes foram
108 aplicados, e a estrutura de anotagdo do genoma do cloroplasto do feijoeiro (NC_009259) foi
109 utilizado como referéncia, para verificar a ocorréncia de inversdes (Fig. 1). A representacao
110 linear do plastoma foi obtida pelo servidor OGDRAW (Organelar Genome DRAW) (Lohse e
111 Oliver 2013). O grafico VISTA (Frazer et al. 2004) permitird verificar o percentual de
112 identidade de cada plastoma em relacéo ao feijoeiro.

113 Alinhamento dos genes e reconstrucao filogenética

114 Os genes matK, psaA, psbA, psbD, rbcL e rpoC2 foram selecionados previamente por
115 meio do grafico vista (Fig. 1) e por sua importancia fisiologica. As sequéncias dos genes de
116 cada genoma completo foram alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) no software
117 MEGA, versdo 7.0 (Analise Genética Evolutiva Molecular) (Kumar et al. 2016).
118 Posteriormente, as regides foram concatenadas em uma Unica supermatriz que também foi
119 alinhada no algoritmo MUSCLE (Edgar 2004), e a arvore filogenética foi criada com o software
120 MEGA 7.0 pelo método de Maxima Verossimilhanga. O modelo de substitui¢do foi o tipo GTR
121 (G + 1) (General Time Reversible) obtido pelo JmodelTEST (Posada 2008). O suporte
122 estatistico foi calculado pelo método de bootstrap (BS) com 1000 replicatas. Como parametro
123 para verificacdo desta precisdo, BS de 90-100 foram considerados fortemente suportados, de
124 70-89 moderadamente suportados e de 50-69 fracamente suportados.

125 Analise do tempo de divergéncia entre as espécies

126 Utilizou-se o servidor TimeTree (The timescale of life, 2021) para obtencéo dos dados
127 do tempo de divergéncia estimado entre os pares de espécies, atribuindo idade aos nos dos
128 clados com varia¢do minima e méxima das idades em milhdes de anos (Ma), utilizados como
129 pontos de calibracdo. Sendo selecionados seis pontos com a menor varia¢do encontrada. O
130 software MEGA 7.0 foi utilizado para obtencdo da arvore do tempo de divergéncia entre as
131 espécies de Papilionoideae, por meio da Maxima Verossimilhanca e 0 modelo GTR (General
132 Time Reversible).

133 Resultados
134 Informacgdes das sequéncias de genomas plastidiais
135 O tamanho do genoma variou de 120.289 (Lathyrus odoratus) a 179.362 pb (Myroxylon

136 balsamum), com uma variacdo no contetdo GC de 33,8% (Medicago hybrida e M. papillosa)
137 a 36,8% (Ammopiptanthus mongolicus, Genista tinctoria e Mirbelia oxylobioides); nos genes
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138 codificantes de proteinas foram observados valores com variacdo de 62 (Centrosema
139 pubescens) a 100 (Trifolium pratense); o rRNA variou de 4 a 8 para a maioria das espéecies; 0
140 tRNA variou de 26 (M. Papillosa) a 38 (varias espécies); a quantidade de genes variou de 96 a
141 139, para M. papillosa e O. boluoensis, respectivamente; e 0 nimero cromossémico variou de
142 6 (Lotus corniculatus, Vicia fava e V. sativa) a 40 (G. dolichocarpa e G. tomentella) (Tabela
143 1).

144

145 Comparacao genémica de plastomas

146 Foi observado a ocorréncia de varias regifes de baixa similaridade, o que pode indicar
147 possiveis eventos de inversao e rearranjo em trechos dos genomas das espécies de
148 Papilionoideae, em comparagdo com o feijoeiro, principalmente na regido dos genes ndhF e
149 yc1fB. A espécie S. adstringens, utilizada como grupo externo, apresentou-se divergente em
150 relagdo as espécies de Papilionoideae (Fig. 1). Dentre os genes que exibiram pontos de
151 divergéncia, 0s genes matK, psaA, psbA, psbD, rbcL e rpoC2, foram selecionados para analise
152 filogenetica.

153 Filogenia da subfamilia Papilionoideae

154 A arvore filogenética baseada nos genes matK, psaA, psbA, psbD, rbcL e rpoC2 resultou
155 em uma arvore monofilética, em que separa a subfamilia Papilionoideae em quatro clados
156 principais, NPAAA, ADA, Genistoides e Dalbergioides, e o outgroup (Fig. 2). O outgroup
157 apresentou-se visivelmente separado das demais espécies, com alto valor de suporte (BS=
158 100%). O clado ADA é representado pelas tribos Angylocalyceae, Dipterygeae e Amburaneae
159 com relagdo bem suportada entre as espécies dessas tribos (BS= 100%). O clado Genistoides é
160 representado pelas tribos Genisteae, Crotalarieae, Podalyrieae, Sophoreae, Brongniartieae e
161 Ormosieae, com um baixo valor de suporte (BS= 56%) entre as espécies dessas tribos. Para o
162 clado Dalbergioides, tem-se as tribos Amorpheae e Dalbergieae com suas relacdes bem
163 sustentadas (BS= 97%).

164 O clado NPAAA apresentou o maior numero de espécies e tribos, sendo moderadamente
165 suportadas (BS= 72%), tendo a tribo Psoraleeae e Desmodieae aninhada a tribo Phaseoleae.
166 Neste grande clado a espécie C. ternatea ficou isolada da sua tribo de origem (Phaseoleae), bem
167 como a espécie Callerya nitida (Millettieae). Também foi observado neste grande clado, que a
168 relacdo das tribos Mirbelieae e Bossiaeeae com o0s demais clados apresentaram suporte
169 moderado (BS= 72%). Dentro da tribo Fabeae, também foram observados agrupamentos
170 fracamente suportados, como nos géneros Vicia e Lens (BS=56%), e Lathyrus e Vavilovia (BS=
171 52%)).

172 A relacdo das tribos de NPAAA com as tribos dos clados ADA e Genistoides foi
173 altamente suportada (BS= 91%). Dentro do clado Genistoides as relagdes entre as tribos
174 Ormosieae e Brongniartieae foram fracamente suportadas (BS= 41%), bem como sua relacédo
175 com as demais tribos desse clado (BS=56%). Os clados ADA e Genistoides foram recuperados
176 como grupos irmaos, com alto valor de suporte (BS= 94%). No clado Dalbergoides, as relacbes
177 dentro da tribo Amorpheae (BS= 93%) e Dalbergieae foi altamente suportada (BS= 100%).

178 Estimativa de tempo de divergéncia

179 As estimativas de tempo de divergéncia indicam que a diferenciagao de Papilionoideae
180 que dao origem aos clados NPAAA, ADA, Genistoides e Dalbergioides ocorreu hd 62,13 Ma,
181 no inicio do Paleoceno (65,50-61,70 Ma) (Fig. 2). NPAAA se diferenciou ha 58,85 Ma
182 (Paleoceno médio), separando as tribos Mirbelieae e Bossiaeeae dos demais clados de
183 Papilionoideae. O clado ADA se diversificou em 44,96 Ma, no Eoceno final. No clado
184 Genistoides a diversificacdo ocorreu em 58,50 Ma no periodo Paleoceno (65,50-55,80 Ma). No
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185 clado Genistoides a separagdo de Ormosieae e Brongniartieae das tribos Genisteae,
186 Crotalarieae, Podalyrieae, Sophoreae ocorreu em 58,49 Ma, no periodo Paleoceno. A separacdo
187 de NPAAA dos clados ADA e Genistoides ocorreu em 62,13 Ma, no inicio do Paleoceno. Para
188 as tribos do clado ADA e do clado Genistoides a diversificacdo ocorreu em 61,83 Ma, no inicio
189 do Paleoceno. O clado Dalbergioides se diversificou em 56,96 Ma, no Paleoceno final (58,70-
190 55,80 Ma), com a diferenciacao das tribos Amorpheae e Dalbergieae.

191 Discusséo
192 Gendmica comparativa de Papilionoideae

193 O tamanho do genoma (pb) das espécies analisadas assemelha-se aos encontrados por
194 outros autores em espécies de Papilionoideae (121,020 - 158,367 bp) (Choi e Choi 2017); D.
195 alata (158,647 pb) (Antunes et al. 2020); Mucuna Macrocarpa (153,826 pb) (Jin et al. 2019);
196 feijdo caupi (152,415 pb) (Tian et al. 2021); G. dolichocarpa (152,804 pb) (Asaf et al. 2017).
197 Como observado, os resultados mostraram uma variacdo no tamanho do cpDNA (120.289 a
198 179.362 pb) dessas espécies. Essa constatacdo sugere que esses genomas podem ter passado
199 por diferentes processos evolutivos, dentre eles perda de gene e/ou intron, insercao e/ou delegéo
200 (Wicke et al. 2011) e expansao e/ou contragédo de sua estrutura quadripartida (Davis e Soreng
201 2010; Wicke et al. 2011).

202 Os genomas de cloroplasto apresentaram valores de conteido de GC% semelhantes aos
203 encontrados na literatura para a maioria das espécies avaliadas (Choi e Choi 2017; Antunes et
204 al. 2020; Jin et al. 2019; Tian et al. 2021; Asaf et al. 2017). Segundo Moghaddam et al. (2022),
205 0 elevado conteudo de GC é favoravel para a estabilidade do genoma e manutencdo da
206 complexidade da sequéncia. Quanto ao nimero de genes que codificam proteinas, os valores
207 foram préximos aos encontrados para as Glycines (Asaf et al. 2017), bem como valores no
208 intervalo de 74-85 encontrado por Zha et al. (2020) para a maioria das espécies avaliadas neste
209 estudo. Valores semelhantes tambem foram relatados por Antunes et al. (2020) em D. alata,
210 onde 109 genes foram observados com 76 genes que codificam proteinas, 4 genes de rRNA e
211 29 genes de tRNA, e Tian et al. (2021) para feijdo-fava e feijoeiro, observando 127 genes para
212 as duas espécies, incluindo 82 e 83 genes codificadores de proteinas, 37 e 36 genes de tRNA e
213 8 genes de rRNA, respectivamente.

214 Estudos recentes evidenciam a importancia que modificagfes de RNA podem estimular
215 as respostas das plantas ao estresse salino e térmico, e infecc@es virais (Anderson et al. 2018;
216 Martinez-Pérez et al. 2017).

217 Na literatura ndo existe um consenso acerca do numero cromossomico base de
218 Papilionoideae, sendo observado estudos a nivel de clados ou tribos. Para Zhao et al. (2021) o
219 nimero base de Papilionoideae é x = 28, originario no ancestral dos Genistdides, Dalbergioides
220 e em outros papiliondides, ou até antes no ancestral de Papilionoideae. Para as tribos
221 Dalbergieae e Phaseoleae seguiu um padrdo de ndmeros cromossémicos base x = 10 e 11
222 (Lackey 1980; Moraes et al. 2020), respectivamente.

223 Estudos observaram espécies que apresentam comportamento de x = 20 ou 40
224 (Glycines), sendo estas poliploides estabilizadas (Doyle 2012; Lackey 1980; Singh 2019).
225 Doyle (2012) analisando aproximadamente 400 géneros com base no nimero cromossémico
226 para poliploidia, observou que um quarto desses géneros tinha taxons polipléides, sendo muitos
227 membros de Genisteae, Pterocarpus (2n = 22, 24, 44), numerosos Mirbelioides, Caragana (2n
228 =16, 24, 32, 48) e Glycine (2n = 38, 40). Para os representantes do género Abrus (tribo Abreae),
229 estudos apontam para um status tetraploide com base em 2n = 22 para A. precatorius e A.
230 pulchellus, concordando com um nimero cromossdmico basico de x = 11 (Agbagwa e Okoli
231 2020).

232 Através do nimero cromossdmico, Hu (2000a) sugere que as espéecies dos géneros
233 Callerya séo distintas de outras Millettieae, que aqui apresentou x = 16 para Calleryae x =8
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234 para as espécies da tribo Millettieae.

235 Mesmo quando os nimeros cromossdmicos sao iguais, existe variagdo no tamanho dos
236 genomas, reforcando a relevancia das estimativas do conteido de DNA para a compreensao da
237 evolucdo cariotipica de espécies homopldides (Loureiro et al. 2010), auxiliando na escolha de
238 espécies para cruzamentos interespecificos no melhoramento de plantas.

239 Com base no alinhamento do grafico mVista (Fig. 1), as espécies com maior
240 similaridade ao genoma de referéncia (feijoeiro), foram feijdo caupi e feijdo-da-china (V.
241 mungo), indicando um elevado nivel de conservacdo do genoma dessas espécies. Entretanto
242 comparando os plastomas das demais espécies de Papilionoideae pelo grafico mVista, foi
243 possivel observar pontos de divergéncia entre os genes ndhF e ycfl1B, localizados em regides
244 codificantes e ndo codificantes (menor proporc¢ao). A ocorréncia de inversdes e rearranjos nas
245 sequéncias génicas dos genomas das espécies estudadas, sugerem um elevado nivel de
246 diversidade entre as espécies de Papilionoideae. Essa grande diversidade apresentada pelas
247 espeécies de Papilionoideae é de grande importancia para a evolugao das culturas e 0 sucesso
248 dos programas de melhoramento, que necessitam sobretudo da diversidade genética disponivel
249 nos bancos de germoplasma (Baudoin 1988).

250 Na literatura alguns autores sugerem que os plastomas de varios membros de
251 Papilionoideae ndo sdo conservados em sua estrutura gendmica, e que a elevada diversidade do
252 plastoma se deve a rearranjos e taxas de mutacdo aceleradas, como por exemplo a perda de
253 genes/introns (Jansen et al. 2008; Sabir et al. 2014; Schwarz et al. 2015). Ainda, existem
254 diversos outros motivos para a ocorréncia de rearranjos no plastoma, como a falta de uma regiao
255 de repeticdes invertidas (IR), variacdo no tamanho da regido IR e a presenga de muitas
256 sequéncias repetidas em tandem (Keller et al. 2017).

257

258 Analise filogenética

259 A érvore filogenética baseada nos genes matK, psaA, psbA, psbD, rbcL e rpoC2,
260 evidenciou a formacao de quatro clados principais, que corrobora com os resultados de Cardoso
261 et al. (2012, 2013).

262 As relacdes entre as espécies do clado ADA apresentaram um alto valor de suporte (BS=
263 100%), sendo consideradas papiliondides de ramifica¢cGes potencialmente mais antigas, que
264 inclui as tribos monofiléticas Angylocalyceae, Dipterygeae e Amburanae (Antunes et al. 2020;
265 Cardoso et al. 2012, 2013; Zhang et al. 2020). Este clado é formado por um conjunto de géneros
266 morfologicamente diferentes (Cardoso et al. 2013). A distribuicdo geogréafica das espécies que
267 compdem as tribos do clado ADA, sdo bastante diversas, desde Africa e Madagascar
268 (Angylocalyx e Xanthocercis), Australia (Castanospermum), até as florestas tropicais do norte
269 da América do Sul (Alexa e Uleanthus), para a tribo Angylocalyceae (Pennington et al. 2005).
270 Em quanto as espécies da tribo Dipterygeae e Amburaneae sao predominantemente neotropicais
271 (Cardoso et al., 2013). Até entdo este clado permanece sem uma defini¢do respaldada por nos,
272 assim como nenhuma sinapomorfia morfolégica foi reconhecida.

273 Entretanto, observamos que a maioria dos clados de Papilionoideae apresentam
274 nodulacdo, sendo apenas as espécies representantes do clado ADA que nao possuem nodulos
275 rizobianos, corroborando o observado por outros autores (Cannon et al. 2015; Sprent 2009;
276 Zhao et al. 2021), podendo essa ser uma possivel sinapomorfia para associar as relacfes
277 filogenéticas desse clado.

278 Genistoides é considerado o clado de ramificacdo precoce mais rico em espécies
279 (Cardoso et al. 2013), que aqui foi representado pelas tribos Genisteae, Crotalarieae,
280 Podalyrieae, Sophoreae, Brongniartieae e Ormosieae, tribos predominantemente do hemisfério
281 sul (Cardoso et al. 2012, 2013). Essas leguminosas também apresentam simetria floral radial,
282 bem como pétalas indiferenciadas ou estames livres (Polhill 1981). Apesar do fraco valor de
283 suporte encontrado em nosso estudo para Genistoides (BS=56%), &€ um clado monofilético com
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284 sua filogenia bem estabelecida (Antunes et al. 2020; Cardoso et al. 2012, 2013; Zhang et al.
285 2020), determinado pelo ancestral comum mais recente de Poecilanthe parviflora e Lupinus
286 argenteus (Wojciechowski et al. 2004).

287 As leguminosas genistoides tem por sinapomorfia quimica o acimulo de alcal6ides do
288 grupo quinolizidina (Van Wyk 2003; Wink e Mohamed 2003; Kite et al. 2013), ainda que
289 existam alguns grupos que acumulam alcaldides pirrolizidinicos (Wink e Mohamed 2003) ou
290 por auséncia total de alcaldides (Boatwright et al. 2008). Os alcal6ides do tipo quinolizidinicos
291 sdo caracterizados pelo sabor amargo, que sao frequentemente associados a defesa de plantas
292 ao ataque de patdgenos e insetos (Bunsupa et al. 2013; Wink e Mohamed 2003). Dessa forma,
293 essa caracteristica pode ser explorada nos programas de melhoramento de espécies que nao
294 sintetizam esses alcaldides, por meio de hibridacGes interespecifica ou intraespecifica, e entre
295 espécies geneticamente distantes por meio da engenharia genética.

296 Este estudo apoiou fortemente (BS= 94%) o clado ADA como grupo irmao do clado
297 Genistoides. Cardoso et al. (2012, 2013) também observaram que o clado ADA, juntamente
298 com o clado Swartzioid como irmaos sucessivos das demais papilionoides.

299 O clado Dalbergioides incluiu representantes das tribos Dalbergieae e Amorpheae. Este
300 clado apresentou-se altamente suportado (BS= 97%), sendo solucionado de forma consistente
301 como monofilético em anélises filogenéticas moleculares (Cardoso et al. 2012, 2013; LPWG
302 2013; Wojciechowski 2013). Cardoso et al. (2013) sugerem que as vagens indeiscentes podem
303 ser uma boa sinapomorfia morfoldgica para este clado. A distribuicdo geogréfica do clado se
304 da a partir das duas tribos que o compde, sendo a tribo Dalbergieae distribuida em qualquer
305 regido dos tropicos (pantropical), principalmente nos Neotropicos e na Africa Subsaariana
306 (Klitgaard e Lavin 2005), e a tribo Amorpheae, distribuida do sudoeste dos EUA e México ao
307 norte da Argentina (Wojciechowski 2013).

308 O clado NPAAA inclui as espécies papiliondides que acumulam aminoacidos nédo
309 proteicos, que seria 0 acimulo do aminoacido ndo proteinogénico canavanina nas sementes
310 dessas leguminosas (Bell 1981). Esse clado compreende muitos géneros de importancia
311 alimentar e econdmica, como Phaseolus, Glycine, Vigna, Vicia, Cajanus, Cicer, Pisum e Lens.
312 Todas as papiliondides NPAAA sdo caracterizadas pela evolucdo de flores altamente
313 especializadas (flor papilionacea) (Lewis et al. 2005). Este grande clado é bem resolvido de
314 forma consistente em filogenias moleculares a partir do gene matK, (Cardoso et al. 2012, 2013;
315 Queiroz et al. 2015; Wojciechowski et al. 2004) e rbcL (Wojciechowski 2003).

316 Nossa analise filogenética sugere a parafilia das tribos Millettieae e Phaseoleae,
317 corroborada por estudos anteriores (Egan et al. 2016; Hu et al. 2000b; Queiroz et al. 2015;
318 Oyebanji et al. 2020; Vatanparast et al. 2018; Wojciechowski et al. 2004, Zhao et al. 2021).
319 Também destacamos as tribos Desmodieae e Psoraleeae aninhadas dentro de
320 Phaseoleae, conforme relatado anteriormente em analise com marcadores de DNA de plastidios
321 (Kajita et al. 2001; LPWG 2017; Hu et al. 2000b; Queiroz et al. 2015; Oyebanji et al. 2020;
322 Stefanovic™ et al. 2009; Vatanparast et al. 2018; Wojciechowski et al. 2004). Esse fato
323 possivelmente pode estar relacionado com a presenca de nddulos de crescimento determinado
324 e exportacdo de ureideos, caracteristico das espécies dessas tribos (Sprent 2008).

325 Aqui, evidenciamos que a espécie C. nitida € distinta das demais espécies da tribo
326 Millettieae, diferenca essa que também pode ser observada através do nimero cromossémico
327 dessas espécies 16 e 8, respectivamente. Além disso, demonstramos o agrupamento com alto
328 valor de suporte (BS= 100%) dos géneros Callerya e Wisteria. Esse fato também foi observado
329 por Hu et al. (2000a), que analisou a filogenia da tribo Millettieae baseada em sequéncias de
330 cloroplasto trnK/matK, verificou que Callerya e Wisteria sdo parentes proximas e que sdo
331 bastante distintas de outros membros da tribo Millettieae. Essa caracteristica também foi
332 confirmada por Compton et al. (2019).

333 Tambeém observamos que C. ternatea ndo ficou aninhada na tribo Phaseoleae. Esse
334 resultado também foi encontrado em analises anteriores que mostraram que a subtribo
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335 Clitoriinae, cuja a maior representante é C. ternatea tem uma relagdo distante da maioria das
336 espécies da tribo Phaseoleae (Schrire 2005; Cardoso et al. 2013; Queiroz et al. 2015).

337 Com base nos pontos observados nesta andlise, talvez uma nova classificacdo
338 filogenética tribal de Papilionoideae devesse ser realizada para solucionar as incongruéncias
339 aqui verificadas na relacdo filogenética dessa subfamilia. Como por exemplo, acomodar C.
340 ternatea em sua proépria tribo (Clitoriinae), bem como as tribos Psoraleeae e Desmodieae sendo
341 subtribos da tribo Phaseoleae. Contudo, estudos complementares que englobem uma
342 amostragem de taxons mais representativa da subfamilia serdo necessarios antes de uma decisdo
343 taxondmica mais definitiva.

344 Tempo de divergéncia entre as espécies de Papilionoideae

345

346 Esse estudo evidenciou que a provavel divergéncia das tribos de Papilionoideae ocorreu
347 em 62,13 Ma (inicio do Paleoceno), resultados semelhantes foram obtidos por Lavin et al.
348 (2005) (~ 58,6 Ma) e por Zhao et al. (2021) (63,02 Ma). Nosso estudo também demonstra que
349 as espécies de Papilionoideae se diferenciaram em quatro principais clados, com inicio no
350 periodo Paleoceno (65,50-55,80 Ma). A diversificacdo do clado NPAAA ocorreu em 58,85 Ma
351 (Paleoceno médio), separando as tribos Mirbelieae e Bossiaeeae, que se diferenciaram em 58,85
352 Ma das demais Papilionoideae, que corrobora com resultados préximos obtidos por Zhao et al.
353 (2021), em que a diversificacdo de Mirbeliecae e Bossiaeeae ocorreu em 51,76 Ma, no
354 Paleoceno.

355 Zhao et al. (2021), relatam que esse tempo coincide com o aumento da temperatura
356 global durante o maximo térmico Paleoceno-Eoceno e o 6timo climéatico Eoceno Inferior.
357 Hyland et al. (2015) também relatam que o Paleoceno é caracterizado por eventos hipertermais,
358 que propiciaram mudangas nas condi¢des do ambiente, bem como na vegetacdo e na
359 diversificacao do ecossistema.

360 A elevacdo da temperatura tem por funcdo estimular a biodiversidade (Benton 2010;
361 Condamine et al. 2013; Erwin 2009), dessa forma acredita-se que com 0 aumento das
362 temperaturas as taxas de processos bioldgicos sejam intensificadas, assim como na geracdo de
363 tempos mais reduzidos e por consequéncia taxas mais elevadas de especiacdo (Zhao et al.
364 2021).

365 Ainda no clado NPAAA, as espécies da tribo Phaseoleae se diversificaram no periodo
366 Mioceno (23,03-5,33 Ma). Idades de divergéncia semelhantes foram relatadas por Egan et al.
367 2016 e Zhao et al. (2021), com 23,52 Ma e 23,96 Ma, respectivamente. Em contrapartida, Lavin
368 et al. (2005) e Li et al. (2013) sugerem que as leguminosas phaseol6ides se diferenciaram no
369 Oligoceno (24,2-32,1 Ma). Vale salientar que ao decorrer do periodo Oligoceno até o Mioceno,
370 ocorreram mudancas marcantes nas condicbes ambientais globais, como fendmenos de
371 aquecimento e resfriamento do planeta, que propiciou grandes mudancas na formacéo da terra
372 e na configuragdo dos continentes, tal qual sdo reconhecidas nos dias de hoje (Zachos et al.
373 2001; Pélike et al. 2006; Wade e Pélike 2004).

374 Outro fator que pode ter atuado como uma revolucéo que sucedeu no aumento da taxa
375 de diversificacdo das leguminosas phaseoldides no periodo Mioceno, foi a transformacao de
376 plantas lenhosas para herbaceas (Li et al. 2013). Isso se deve ao fato que as plantas herbaceas
377 tém um tempo de geracdo mais curto, podendo ter uma maior taxa de mutacdo anual, o que
378 possibilita ampliar a divergéncia genética, bem como a taxa de especiacéo, tornando as plantas
379 herbéceas mais diversas que as lenhosas (Eriksson e Bremer 1992; Dodd et al. 1999; Verdd
380 2002).

381 Para o clado ADA, nosso estudo revelou que a diversificagdo ocorreu durante o Eoceno
382 final (44,96 Ma), idade ndo muito distante da evidenciada por Zhao et al. (2021), com 61,05
383 Ma. Esse periodo foi marcado por um pico 6timo, com menores oscilagdes de amplitude
384 (Zachos et al. 2001), que propiciou condi¢des ideais para a plena diversificacdo das espécies

66



SILVA, F. G. Filogenia molecular e analise in silico do inibidor de protease Bowman-Birk de espécies
da subfamilia Papilionoideae

385 desse clado.

386 As variacOes de tempo de divergéncia observadas no presente estudo para o clado ADA,
387 em relacdo as estimativas obtidas por Zhao et al. (2021), podem estar relacionadas as espécies
388 amostradas, numero de fosseis e/ou calibracGes utilizadas, bem como o método empregado.
389 Haja vista, que no nosso estudo foram utilizados seis pontos de calibragcéo obtidos por meio da
390 plataforma TimeTree, ao contrario de Zhao et al. (2021) que utilizaram 23 restricdes de idade
391 baseadas em fosseis reconhecidos.

392 A diversificagdo do clado Genistoides ocorreu no Paleoceno (58,50 Ma), corroborando
393 os resultados observados por Lavin et al. (2005), com idade de 56,4 Ma (~ 0,2 Ma) e Zhao et
394 al. (2021), com 58,9 Ma. Ja o clado Dalbergioides se diversificou no Paleoceno final (56,96
395 Ma). Essa estimativa de idade foi semelhante a observada por Zhao et al. (2021), com 57,15
396 Ma, e Lavin et al. (2005), com 55,3 Ma (~ 0,5 Ma).

397 Conclusdes

398 As espécies de Papilionoideae apresentaram baixa conservacgdo e similaridade entre os
399 plastomas.
400 A analise filogenética resultou em uma arvore monofilética, confirmando a divisao da

401 subfamilia em quatro principais clados, NPAAA, ADA, Genistoides e Dalbergioides. Foi
402 demonstrado a relacdo de grupo irméo, do clado ADA com o clado Genistoides, com alto
403 suporte. No clado NPAAA, foi demonstrado o parafiletismo das tribos Phaseoleae e Millettiae.
404 Também foi evidenciado que apenas as espécies do clado ADA ndo possuem nodulos
405 rizobianos, podendo essa caracteristica ser uma possivel sinapomorfia para suportar as relacdes
406 desse grupo.

407 Os principais clados de Papilionoideae diversificaram entre o periodo Paleoceno e
408 Eoceno.
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Tabela 1 Caracteristicas das sequéncias do genoma plastidial de espécies da subfamilia
Papilionoideae e outgroup utilizadas nesta analise
GC Crom.

'Espécies Ref. Seq PB o Prot. rRNA tRNA Genes ") Tribo
Abrus precatorius NC_047402.1 156500 35,4 71 8 37 116 11 Abreae
Abrus pulchellus MT328396.1 156497 35,4 72 8 37 117 11 Abreae
Ammopiptanthus KY0344531 153935 368 71 8 37 116 9 Sophoreae
mongolicus

cg?gggiﬁg's”omica OK274088.1 158294 360 66 8 37 111 10 Amorpheae
Amorpha fruticosa NC_047310.1 158245 36,0 66 8 37 111 20 Amorpheae
Amorpha roemeriana MW628937.1 158322 36,0 66 8 37 111 10* Amorpheae
Arachis duranensis NC_047337.1 156318 36,4 66 8 37 111 10 Dalbergieae
Arachis hypogaea NC_037358.1 156391 36,4 73 8 37 118 20 Dalbergieae
Arachis ipaensis MK144829.1 156453 36,3 71 8 37 116 10 Dalbergieae
Arachis monticola MK144818.1 156395 36,3 72 8 37 117 20 Dalbergieae
Angylocalyx braunii NC_047392.1 162989 35,5 73 8 37 118 13-14*  Angylocalyceae
Astragalus gummifer NC_047251.1 123425 34,1 74 4 30 108 32 Galegeae
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Astragalus laxmannii
Astragalus strictus

Cajanus cajan
Cajanus scarabaeoides
Callerya nitida
Caragana arborescens
Caragana jubata
Caragana korshinskii

Carmichaelia australis

Centrosema pubescens

Cicer arietinum
Clitoria ternatea
Crotalaria pallida

Cullen corylifolium
Dahlstedtia araripensis
Dalbergia cultrata
Dalbergia hainanensis

Dalbergia odorifera

Dipteryx alata

Dussia
macroprophyllata

Ficus carica
Genista tinctoria
Glycine canescens
Glycine cyrtoloba
Glycine dolichocarpa
Glycine falcata
Glycine gracilis
Glycine max
Glycine soja
Glycine stenophita
Glycine syndetika
Glycine tomentella
Goodia macrocarpa
Gossypium hirsutum
Haymondia wallichii

Hylodesmum
podocarpum

Indigofera linifolia
Indigofera tinctoria
Kummerowia striata

Lathyrus clymenum
Lathyrus odoratus
Lathyrus sativus
Lens culinaris

Lens culinaris cult.
Northfield

Lespedeza bicolor

NC_052923.1
MT120746.1
NC_031429.1

KU729878.1

MT120748.1
MT211962.1

MT211963.1
KX289923.1

MF597719.1

NC_057278.1

NC_011163.1
NC_047365.1
MT920364.1
NC_042700.1

MN966622.1

NC_044117.1
NC_036961.1

NC_049008.1
MT119080.2

NC_047341.1

NC_035237.1
NC_047375.1
NC_021647.1
NC_021645.1
NC_021648.1
NC_021649.1
NC_030329.1
NC_007942.1
NC_022868.1
NC_021646.1
NC_021650.1
KC893633.1
NC_047331.1
HQ901196.1
NC_052910.1

MG867568.1

NC_047353.1
NC_026680.1
NC_044114.1
NC_027148.1
NC_027150.1
NC_014063.1
KF186232.1

NC_027152.1

NC_046836.1

122844
122796
153841

152201

132319

129473

128132
129331

122805

154141

125319
151673
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153114
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156385

156073

156049
158647

167738

160602
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152381
152804
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152218

152218
152217
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11*
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Galegeae
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Phaseoleae

Phaseoleae
Millettieae

Caraganeae
Caraganeae

Caraganeae

Galegeae

Phaseoleae

Cicereae
Phaseoleae

Crotalarieae

Psoraleeae
Millettieae

Dalbergieae
Dalbergieae

Dalbergieae

Dipterygeae
Amburaneae

Ficeae
Genisteae
Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae

Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae
Phaseoleae
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Fabeae
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Lespedeza davurica

Lespedeza maritima
Lotus corniculatus

Lotus japonicus
Lupinus albus
Lupinus atlanticus
Lupinus luteus
Maackia floribunda
Malus domestica
Medicago falcata
Medicago hybrida
Medicago papillosa
Medicago sativa
Millettia dura
Millettia pinnata
Mirbelia oxylobioides
Mucuna macrocarpa
Myroxylon balsamum
Orbexilum onobrychis
Ormosia boluoensis
Ormosia formosana
Ormosia hosiei
Pachyrhizus erosus
Phaseolus lunatus
Phaseolus vulgaris
Pisum abyssinicum
Pisum fulvum

Pisum sativum

Platylobium
obtusangulum

Podalyria calyptrata
Poecilanthe parviflora

Pterocarpus indicus
Pterocarpus santalinus

Pterocarpus tinctorius
Pueraria edulis

Pueraria montana var.
lobata

Robinia pseudoacacia
Sesbania cannabina

Sesbania grandiflora
Sophora alopecuroides

Sophora flavescens
Sophora tonkinensis
Sphaerophysa salsula

Stryphnodendron
adstringens

Stylosanthes hamata

Stylosanthes scabra

NC_042748.1
NC_044115.1
MT528596.1
NC_002694.1
NC_026681.1
KU726827.1
NC_023090.1
NC_034774.1
MK434916.1
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MN966639.1
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Ormosieae
Ormosieae
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Stylosanthes viscosa NC_039161.1 156244 36,6 70 8 37 115 10 Dalbergieae
Templetonia retusa NC_047372.1 162216 35,3 69 8 37 114 8 Brongniartieae
Tipuana tipu NC_047321.1 158362 36,4 73 8 37 118 10 Dalbergieae
Theobroma cacao NC_014676.2 160619 36.9 64 8 37 109 10 Theobromateae
Trifolium pratense NC_047412.1 146573 34.3 100 4 31 135 7 Trifolieae
Trifolium repens NC_024036.1 132120 34.3 82 4 30 116 16 Trifolieae
;:;%‘éﬂfr']'a foenum- NC_042857.1 125645 339 84 4 31 119 8 Trifolieae
Vavilovia formosa NC_047213.1 122196 34,9 83 4 31 118 7 Fabeae
Vicia bungei MT362055.1 130796 34,8 88 4 30 122 12 Fabeae
Vicia faba KF042344.1 123722 34,6 72 4 30 106 6 Fabeae
Vicia sativa NC_027155.1 122467 352 76 4 28 108 6 Fabeae
Vigna angularis NC_021091.1 151683 35.2 71 8 37 116 11 Phaseoleae
Vigna mungo NC_050260.1 151294 35.2 72 8 37 117 11 Phaseoleae
Vigna radiata NC_013843.1 151271 35.2 71 8 37 116 11 Phaseoleae
Vigna unguiculata NC_018051.1 152415 35.2 74 8 37 119 11 Phaseoleae
Wisteria brachybotrys MT120814.1 131101 343 70 5 30 105 8 Wisterieae
Wisteria floribunda KM103376.1 130960 34,3 70 5 30 105 8* Wisterieae
Wisteria sinensis KT200359.1 130561 34,4 70 5 30 105 8 Wisterieae

'Nome cientifico; codigo da sequéncia no NCBI (Ref. Seq.); nimero de pares de bases (PB); contelido de guanina
e citosina (GC); genes que codificam proteinas (Prot.); RNA ribossdmico (rRNA); RNA transportador (tRNA);
namero de genes (Genes); Cromossomos (Crom.). *NUmero cromossémico base para o género.
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Pisum sativum

Arachis hypogaea

Arachis monticola

Vicia faba

Vicia bungei

Lens culinaris
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Medicago sativa

Sophora tonkinensis
Stylosanthes scabra
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Crotalaria pallida

Pueraria montana var. lobata
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Trifolium repens
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Dalbergia odorifera

| 1 Stryphnodendron adstringens
Fig.1 AImhamento de sequéncias completas de plastomas de 28 espécies da subfamilia Pap|I|0n0|deae As regides

em azul representam as regifes codificantes, regides na cor rosa indicam regifes ndo codificantes. Os graficos da
imagem foram obtidos obtida pelo servidor mVISTA e pelo servidor OGDRAW. A espécie S. adstringens foi
utilizada como grupo externo.
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Fig. 2 Filogenia da subfamilia Papilionoideae baseada em seis genes plastidiais (matK, psaA, psbA, psbD rbcL e
rpoC2) e tempo de divergéncia entre espécies da subfamilia Papilionoideae utilizando seis pontos de calibracéo.
As anélises foram realizadas nos softwares TimeTree e MEGAY7, através do método de maxima verossimilhanca,
usando suporte de bootstrap com 1000 replicatas. Os valores de suporte de bootstrap (%) sdo mostrados na
intersecdo de cada ramo. O status de nodulagdo é mostrado com circulos: Preenchido, espécies nodulantes; vazio,
espécies ndo nodulantes. x = Espécie sem relato para nodulagdo ou ndo nodulagao.
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Caracterizacao in silico e analise filogenética do inibidor de
protease do tipo Bowman-Birk em espécies da tribo
Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae)
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DESTAQUES

o Foram utilizados métodos in silico para construcdo de modelos 3D do inibidor do tipo
Bowman-Birk (BBI) e analise filogenética das espécies da tribo Phaseoleae.

. Foi obtido o modelo 3D do inibidor BBI estavel e dentro dos padres.

o Os BBIs das espécies da tribo Phaseoleae possuem dois dominios funcionais.

o A filogenia est& de acordo com a classificagfes taxon6micas mais recente para as
espécies da tribo Phaseoleae.

Resumo: A subfamilia Papilionoideae (Fabaceae) possui aproximadamente 32 tribos, sendo
a tribo Phaseoleae a maior, com cerca de 90 géneros e 1.600 espécies, distribuidas em sete
subtribos. Essa tribo possui uma grande diversidade de espécies de importancia econdmica
como fonte alimento humano e animal. Foi realizado uma caracterizacdo estrutural e
funcional, bem como o desenvolvimento de modelos tridimensionais do inibidor de protease
do tipo Bowman-Birk (BBI), que é reconhecida por sua associacdo com func¢des de atividade
do inibidor de duas serinoproteases de especificidade diferentes, onde o primeiro sitio de acao
inibi a tripsina, e o segundo a quimotripsina. Foram examinadas 23 sequéncias de BBI de
espécies da tribo Phaseoleae, disponiveis em bancos de dados publicos. Uma caracteristica
hidrofilica do BBI foi encontrada para todas as espécies, e 0 ponto isoelétrico demonstrou um
carater ligeiramente acido (5,18 a 6,80). Também foi identificado dois dominios funcionais nas
sequéncias BBI. A analise de agrupamento por Maxima Verossimilhanca foi consistente com
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as filogenias mais recentes das espécies analisadas.

Palavras-chave: Bioinformatica, Analise computacional, Modelagem por homologia,
Serinoprotease

Abstract: The subfamily Papilionoideae (Fabaceae) has approximately 32 tribes, with the
Phaseoleae tribe being the largest, with about 90 genera and 1,600 species, distributed in
seven subtribes. This tribe has a great diversity of species of economic importance as a source
of human and animal food. A structural and functional characterization was performed, as well
as the development of three-dimensional models of the Bowman-Birk-type protease inhibitor
(BBI), which is recognized for its association with inhibitor activity functions of two serine
proteases of different specificity, where the first action site inhibits trypsin, and the second
chymotrypsin. We examined 23 BBI sequences from Phaseoleae species, available in public
databases. A hydrophilic characteristic of BBl was found for all species, and the isoelectric
point demonstrated a slightly acidic character (5.18 to 6.80). Two functional domains were also
identified in the BBI sequences. Cluster analysis by Maximum Likelihood was consistent with
the most recent phylogenies of the analyzed species.

Keywords: Bioinformatics; Computational analysis; Homology modeling; Serineproteases

INTRODUCAO

A subfamilia Papilionoideae possui 32 tribos [67], sendo a tribo Phaseoleae s.I. a maior,
com aproximadamente 90 géneros e 1.600 espécies, subdivididas em sete subtribos [72].
Além disso, essa tribo se destaca por sua grande importancia econdémica [64,78), por englobar
0s principais graos cultivados para alimentacdo humana e animal, como os feijdes comum
(Phaseolus vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) [6,72], guandu (Cajanus cajan) [72] e a soja
(Glycine max) [6,72], pertencentes as subtribos Phaseolinae, Cajaninae e Glycininae,
respectivamente.

Os integrantes dessa tribo possuem ampla distribuicdo global [81,86], sendo as espécies
da subtribo Phaseolinae distribuidas do Velho (continentes europeu, africano, asiatico e os
guatro arquipélagos da Macaronésia) ao Novo Mundo (continente americano) [26-27]. J& a
maioria das espécies da subtribo Cajaninae sao asiaticas [72], sendo a subtribo Glycininae
encontrada na Asia, parte da Russia a Australia [75]. Além disso, sdo caracterizadas pela
presenca de folhas primarias (eofilos) simples e opostas, folhas trifolioladas de base
assimétrica, corola papilionacea, inflorescéncias em pseudorracemos, grdo de poélen
recoberto por uma espessa camada de endexina, presenca de estipelas (pequena estipula),
numero cromossoémico basico de 11 [11,30,53].

Diversos representantes de leguminosas (Fabaceae) se sobressaem por conterem o
inibidor de protease do tipo Bowman-Birk (BBI) [20], como € o0 caso de espécies da tribo
Phaseoleae (Papilionoideae). BBl sdo moléculas proteicas com dois dominios inibitérios
diferentes, onde geralmente o primeiro sitio ativo é especifico para tripsina, e o segundo inibe
a quimotripsina ou elastase [56,68]. Os BBIs foram assim nomeados porque em 1946, Donald
E. Bowman [10] isolou o primeiro BBI na soja (G. max), e posteriormente foi caracterizado em
1963 por [9]. Esses BBIs sdo encontrados abundantemente em sementes e tubérculos de
leguminosas (Fabaceae), Solanaceae, Cucurbitaceae e Poaceae [23].

Diversas fun¢des dos BBIs nas plantas sdo mencionadas na literatura, sendo a acédo
inseticida a mais relatada. Essa funcao esta intimamente relacionada com sua atividade nas
proteases intestinais dos insetos, que possibilita a reducédo da assimilacdo de aminoéacidos,
gue pode retardar o desenvolvimento dos insetos que se alimentam dessas plantas [25].
Determinados BBIs também podem favorecer o efeito microbiano nas plantas [47], assim
como na tolerancia a estresses abiéticos, tais como salino [74] e hidrico [29].

Outros estudos evidenciam fun¢des dos BBIs na satde humana, tais como propriedades
anti-inflamatérias em doencas intestinais [42,54,71,83,87] e anticancerigenas [3,15,31,47,63].
Foi comprovado que os dois sitios de ligacdo do BBI (antitripsina e antiquimotripsina) estdo
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intimamente ligados ao efeito antiproliferativo nas células cancerigenas do c6lon [21].

Com o crescimento no numero de sequéncias proteicas nos bancos de dados,
consequentemente o nimero de sequéncias funcionalmente relacionadas de um mesmo
grupo de proteina, vem crescendo de forma exponencial. Dessa maneira, se faz cada vez
mais necessario que as relagbes entre os membros de uma mesma familia proteica sejam
analisadas [88]. Nesse sentido, analises filogenéticas podem auxiliar a entender as relacdes
de grupos de proteina nos diversos grupos de organismos, possibilitando a compreenséo de
como essas proteinas estao relacionadas em diferentes espécies, e se elas evoluiram a partir
de um Unico ancestral comum [45]. Para ajudar neste entendimento a previsao da estrutura
tridimensional da proteina também é realizada, o que permite um melhor entendimento de
suas estruturas e funcdes moleculares.

Cada vez mais, estudos tém sido realizados para elucidar a estrutura [5,68-69], relacdes
evolutivas e filogenéticas do BBI [24,38,61], onde os resultados filogenéticos estédo
continuamente sendo aperfeicoados devido a crescente disponibilidade de uma grande
guantidade de dados biolégicos e do surgimento de novos avangos nos métodos para analisa-
los [2,45].

Dessa forma os objetivos desta pesquisa foram: (1) Caracterizar, comparar e identificar
dominios conservados em sequéncias do inibidor de protease do tipo Bowman-Birk de
diferentes espécies da tribo Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae) disponiveis em bancos
de dados publicos; (2) Realizar uma andlise filogenética com base nas sequéncias
encontradas, para entender as suas relacdes. Desenvolver modelos tridimensionais de
representantes da tribo, baseados na metodologia de modelagem por homologia.

MATERIAIS E METODOS
Recuperacéo das sequéncias

As sequéncias do BBI foram obtidas por meio do algoritmo de busca BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) disponivel na plataforma NCBI (National Center for
Biotechnology Information), sendo realizado o download no formato FASTA. As sequéncias
de BBl em espécies da subfamilia Papilionoideae foram recuperadas pela ferramenta
BLASTp, que procura as sequéncias homologas no banco de dados, onde um total de 23
sequéncias foram selecionadas (Tabela 1).

Andlise das sequéncias

O servidor ProtParam (http://web.expasy.org/protparam) [33] analisou os parametros
fisico-quimicos de BBI presentes em espécies da tribo Phaseoleae (subfamilia
Papilionoideae). A presenca de sitios de clivagem de peptideos de sinal foi analisada por meio
do servidor TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/pred) [82]. Para identificacdo dos dominios
funcionais da proteina foi utilizado o servidor Prodom (http://prodom.prabi.fr/prodom/) [73]
para sua classificagdo e ontologia. Foi estimado os efeitos funcionais ocasionados por
mutacbes de sequéncias de aminoacidos por intermédio do servidor SNAP2
(https://rostlab.org/services/snap2web/) [35].

Alinhamento e Analise filogenética

As sequéncias proteicas do BBI foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW e a
arvore filogenética foi produzida no software MEGA 7.0 [52]. A arvore filogenética foi
desenvolvida utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML), com suporte estatistico
calculado pelo método de bootstrap (BS) com 1000 replicatas.

Modelagem, avaliacao e validacao da estrutura terciaria do modelo

A predicdo da estrutura terciaria dos BBI foi realizada pelo servidor GalaxyTBM
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(https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=TBM) [51] no modo Template Based
Modelling. A visualizagéo da estrutura 3D foi construida por meio do pacote UCSF Chimera
[66]. Foi utilizado o] servidor SAVES v6.0
(https://saves.mbi.ucla.edu/results?job=1294919&p=procheck) para verificar a qualidade do
modelo pela andlise do grafico de Ramachandran. O célculo do Z-score foi executado no
servidor interativo ProSA-web (https://prosa.services.come.sbg.ac.at/prosa.php), para
identificar erros em estruturas tridimensionais [89].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise da estrutura primaria e localizagdo subcelular das sequéncias do
BBI de espécies da tribo Phaseoleae (Tabela 1), os locais conservados de peptideos de sinal
variaram de 22 a 30. O peptideo de sinal é uma sequéncia curta e transitoria que tem por
funcado direcionar as proteinas para secrecdo ou para transferéncia para suas organelas
caracteristicas e para posterior processamento [19]. Apds o direcionamento da proteina para
a via de transporte correta, a mesma € clivada por peptidases de sinal [65].

Houve uma variagdo no tamanho dos aminoacidos de BBI de 93 aa (Glycine microphylla)
a 121 aa (Vigna subterranea). O pequeno tamanho das sequéncias de BBI, normalmente
entre 60 e 90 o diferencia de outras familias de inibidores de protease [39]. Tiessen et al. [79],
ressaltam que a composicdo de aminoacidos é influenciada pelo tamanho da proteina, dessa
forma os aminodacidos das proteinas pequenas tendem a serem diferentes das proteinas
maiores [79]. Para o peso molecular, obteve-se uma variacdo de 10.23kDa (G. microphylla) a
13.19kDa (P. microcarpus), essa informacao pode ser aplicada para isolar proteinas, a partir
de técnicas de cromatografia e eletroforese [90].

Tabela 1. Analise da estrutura primaria e localizacdo subcelular das sequéncias do inibidor
Bowman-Birk de espécies da tribo Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae).

Espécie GB-ID SCPS NC°aa PM (kDa) pl GRAVY
Phaseolus microcarpus CAL64060.1 29-30 120 13.19 5.69 -0.222
Phaseolus zimapanensis CAQ52360.1 29-30 120 13.11 561 -0.197
Phaseolus filiformis CAL69282.1 28-29 120 13.09 5.69 -0.222
Phaseolus grayanus CAQ52359.1 29-30 120 13.13 5.69 -0.233
Phaseolus hintonii CAQ52357.1 29-30 119 13.02 522 -0.199
Phaseolus oligospermus CAL51270.1 29-30 120 13.07 6.08 -0.166
Phaseolus augusti CAL51269.1 28-29 120 13.03 5.61 -0.187
Phaseolus glabellus CAL69238.1 29-30 120 13.04 5.18 -0.154
Phaseolus lunatus CAL51268.1 28-29 120 13.09 561 -0.194
Phaseolus coccineus subsp. CAQ52820.1 29-30 120 13.05 586 -0232
polyanthus
Phaseolus vulgaris CAM34246.1 28-29 120 13.10 6.22 -0.232
Phaseolus coccineus subsp. CAL69277.1 2% 117 1282 569 -0.195
coccineus
Phaseolus costaricensis CAL69280.1 28-29 120 13.04 5.44 -0.182
Phaseolus maculatus CAL51271.1 28-29 120 13.03 5.86 -0.137
Phaseolus acutifolius var. latifolius CAL49456.1 29-30 118 12.92 5.79 -0.204
Vigna marina ABD97867.1 21-22 112 12.16 6.22 -0.072
Vigha mungo AAK97766.1 21-22 103 11.31 6.80 -0.085
Vigna subterranea AHY03234.1 29-30 121 13.15 6.50 -0.214
Glycine soja XP_028181512.1 27-28 114 12.49 5.44 -0.108
Glycine max NP_001236353.2 27-28 114 12.48 5.42 -0.108
Glycine microphylla AA089510.1 - 93 10.23 5.41 -0.567
Rhynchosia sublobata ALAQ09300.2 22-23 112 12.41 5.44 -0.304
Cajanus cajan KYP42282.1 21-22 101 11.22 6.00 -0.155

GB-ID: Identificagdo do Genbank, SCSP: Locais Conservados de Peptideos de Sinal, N° aa: Namero
de aminoacidos, PM: Peso Molecular, GRAVY: Grande Média de Hidropaticidade: pl: Ponto Isoelétrico.

O ponto isoelétrico (pl) atestou um carater ligeiramente acido, que variou de 5,18 (P.
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glabellus) a 6,80 (Vigna mungo). Na literatura sdo observados valores de pl de proteinas
distintas, variando de valores altamente acidos a demasiadamente alcalinos de 4,0 a 12,0
[80]. Essa variacao esta associada a diferenca entre os residuos de aminoacidos de diversos
BBI [57]. Kiraga et al. [48], também evidenciaram que o pl pode ser amplamente variado, a
depender das insercdes e delegcdes entre os ortélogos de proteinas e da ecologia do
organismo.

Essa informag&o € muito significativa para se conhecer a dissolubilidade e a localiza¢éo
subcelular de proteinas, que indica ser um recurso importante para prever a sua carga liquida
em um determinado pH e compreender as intera¢des entre proteinas, proteinas e membranas
(fosfolipidios), como também para indicar a existéncia de isoformas proteicas [77]. O
conhecimento do pl de uma proteina € um parametro importante para muitas analises
bioguimicas e proteémicas, como eletroforese em gel 2D-PAGE [8,28], focaliza¢ao isoelétrica
capilar [70], cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas [36] e cristalografia
de raios-X [44,59].

A média de hidropaticidade variou de -0.072 (V. marina) a -0.567 (G. microphylla). Essa
média é utilizada para demostrar o valor de hidrofobicidade da proteina, que é obtido a partir
do calculo da soma dos valores de hidropatia de todos os aminoacidos, dividido pelo tamanho
da sequéncia [16], sendo as médias positivas para proteinas hidrofébicas e negativas para
proteinas hidrofilicas. Dessa forma, os valores de média de hidropaticidade indicaram que a
proteina BBI é de carater hidrofilica para todas as espécies. A média de hidropaticidade tem
aplicacdes importantes, como ajudar na compreensdo da estrutura 3D das proteinas, sua
relacdo evolutiva e a localizagéo de proteinas anélogas e distantes [55].

Conforme o alinhamento multiplo das sequéncias (Figura 1), foi possivel verificar regibes
de alta similaridade, onde a maior parte das posi¢cdes apresentaram conservacdo entre as
sequéncias de BBI das espécies analisadas. Clemente et al. [20], ao realizar o alinhamento
de sequéncia de aminoacidos dos principais isoinibidores de BBI de soja e de outras espécies
representativas de leguminosas, também evidenciaram que existe uma alta identidade das
sequéncias entre as isoformas de BBI.
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Figura 1. Alinhamento das sequéncias do inibidor Bowman-Birk avaliadas. As sequéncias foram
alinhadas por ClustalW, onde os residuos idénticos e similares sdo exibidos ha mesma cor.
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Para a caracterizacdo funcional do BBI e previsao dos efeitos funcionais de mutacdes,
foram selecionadas quatro espécies (Figura 2). Foi identificada a existéncia de dois dominios
funcionais: PF00228.1 e PF00228.2 nas sequéncias de aminoacidos do BBI. Sendo esses
dois dominios funcionais encontrados em todas as sequéncias observadas, que estao
associados com fun¢des de atividade do inibidor de duas serinoproteases de especificidade
diferentes [37]. Geralmente, o primeiro sitio inibi a tripsina, e 0 segundo a quimotripsina [56].
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Figura 2. Previsdo dos efeitos funcionais das mutaces em aminoacidos pelo servidor SNAP2 e
Dominios funcionais do inibidor Bowman-Birk observados pelo servidor ProDom.

A partir da agao desses dominios, varias fun¢des defensivas dos BBIs nas plantas sédo
relatadas, sendo a acado inseticida a mais estudada que sdo associadas a sua atividade nas
proteases intestinais, que reduz a assimilacio de aminoacidos, o0 que retarda o
desenvolvimento dos insetos que se nutrem dessas plantas [25]. Kim et al. [47], também
evidenciaram que alguns BBIs podem inibir proteases produzidas por patégenos, que
possibilita seu efeito antimicrobiano. Além dessas funcdes, esses inibidores sdo associados
na tolerancia a estresses abibéticos, salino [74] e hidrico [29].

Dessa forma, 0 uso dos BBIs pode apontar genes para a engenharia genética de plantas
economicamente importantes, propiciando o desenvolvimento de plantas transgénicas
resistentes a insetos [22], assim como a patdgenos e a maioria dos estresses abioticos. O que
possibilitaria a reducdo dos custos na méo de obra e na utilizacdo de defensivos agricolas
contra ao ataque de insetos e patdégenos, para proporcionar um meio ambiente mais
sustentavel.

Além dessas funcdes, estudos também demonstram que os BBIs possuem propriedades
anti-inflamatérias [34,71,87], bem como propriedades anticancerigenas [4,34,46]. As
propriedades anticancerigenas estdo ligadas aos dois sitios de ligacdo do BBI (atividades
antitripsina e antiguimotripsina), propiciando um efeito antiproliferativo nas células
cancerigenas (principalmente do célon) [21].

O servidor SNAP2 mostrou que os dominios funcionais PF00228.1 e PF00228.2, sdo as
regibes da proteina mais sensiveis a mutacdes. Este servidor forneceu um mapa com a
presenca de tonalidades diferentes com possivel substituicdo em cada posicdo dessas
proteinas. A tonalidade vermelha sinaliza fortes sinais para mutacéo, coloragdo branca
apresenta indicador de baixo efeito e a coloracdo azul indica neutralidade (Figura 2). A
ocorréncia de uma maior quantidade de sitios sensiveis a muta¢gdes dos dominios PF00228.1
e PF00228.2, pode ser explicado por sua conservacédo e incidéncia nas sequéncias aqui
analisadas. Outros trabalhos, a partir das andlises para previsdo dos efeitos funcionais das
mutacBes em aminoacidos pelo servidor SNAP2 e dominios funcionais da putrescina N-
metiltransferase em espécies de Solanaceae [32] e lectina manose-especifica em espécies
de Allium [40] também evidenciaram uma maior incidéncia de sitios sensiveis a mutacfes dos
dominios.

A andlise filogenética baseada no BBI, resultou em uma arvore monofilética (Figura 3),
onde foi observado a formacgé&o de trés clados principais que compreendem trés subtribos da
tribo Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae). O clado maior foi composto pelas espécies da
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subtribo Phaseolinae (BS=86%), representada pelos géneros Phaseolus e Vigna, o segundo
clado foi formado pelas espécies representantes da subtribo Glycininae (Glycine microphylla,
G. soja e G. max) (BS=100%) e o terceiro clado integrado pelas espécies da subtribo
Cajaninae (Rhynchosia sublobata e C. cajan) (BS=86%).

No clado da subtribo Phaseoleolinae, foi observado a formacao de trés clados dentro do
género Phaseolus, onde primeiro grupo (BS=20%) compreende as espécies P. microcarpus,
P. zimapanensis, P. hintonii, P. filiformis e P. grayanus, o segundo grupo (BS=52%) com P.
acutifolius var. latifolius, P. coccineus subsp. polyanthus, P. costaricensis, P. vulgaris e P.
coccineus subsp. coccineus e o terceiro (BS=7%) formado pelas espécies P. glabellus, P.
maculatus, P. oligospermus, P. augusti e P. lunatus. No clado do género Vigna, foi possivel
observar que a espécie V. mungo apresentou um grupo isolado na &rvore filogenética
(BS=86%), que por sua vez esta préximo também das espécies V. subterranea e V. marina
(BS=56%).

SUBTRIBO
50 —— Phaseolus microcarpus

17 —— Phaseolus zimapanensis

20 L Phaseolus hintonii

Phaseolus filiformis

1 36 '—— Phaseolus grayanus

Phaseolus acutifolius var. latifolius

- Phaseolus coccineus subsp. polyanthus

13 —— Phaseolus costaricensis

29
34 Phaseolus vulgaris )
—|: Phaseolinae
98 Phaseolus coccineus subsp. coccineus

Phaseolus glabellus

62 Phaseolus maculatus

Phaseolus oligospermus

o5 —— Phaseolus augusti
86 46

Phaseolus lunatus

— Vigna subterranea

56 —— Vigna marina

Vigna mungo

Glycine microphylla
100 Glycine soja. Glicininae
_54|: Glycine max
— Rhynchosia sublobata
g6 L—— Cajanus cajan

Cajanineae

Figura 3. Arvore filogenética das espécies da tribo Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae), geradas
com base nas sequéncias do inibidor Bowman-Birk pelo método Maxima Verossimilhanca.

As espécies do género Phaseolus séo todas endémicas do Novo Mundo, sendo as
espécies do primeiro subclado encontradas principalmente do México a Califérnia (P.
filiformis) [26]. No segundo subclado, as espécies sdo distribuidas do sudeste do Canada ao
sul do leste dos EUA e do sul dos EUA ao sudeste da Califérnia, por meio do México e da
América Central, como também na regido andina da América do Sul [26]. Ja no terceiro
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subclado, a espécie P. glabellus ocorre do sul de Nuevo Leon e Tamaulipas até o centro de
Chiapas (México), P. oligospermus, P. augusti e P. lunatus do México a América Central e
partes da América do Sul, e P. maculatus do leste dos EUA até o leste do Texas e sul do
México [26]. Nesse sentido, a proximidade geografica dessas espécies sustenta a formagéo
do clado Phaseolus.

Jin et al. [41], a partir do genoma plastidial de espécies da tribo Desmodieae e
Phaseoleae, evidenciaram que o feijdo comum (P. vulgaris) e o feijao-caupi (V. unguiculata)
foram reconstruidos como um grupo monofilético. Em outros estudos, a partir DNA de
cloroplastos, foi possivel verificar que as espécies do género Vigna do Novo Mundo estavam
mais intimamente relacionados com outros géneros do Novo Mundo de Phaseolinae (como
Phaseolus) do que com Vigna do Velho Mundo [26-27], como pode-se observar na V. mungo
gue ficou isolada das outras espécies de Vigna. As espécies de quase todos os géneros
americanos tém por sinapomorfia a assimetria floral “destra” [27]. Essas espécies sao todas
trepadeiras e localizadas em florestas tropicais de savana [60], embora seja possivel localizar
alguns subgrupos que se diversificaram em florestas tropicais montanhosas, como é o caso
do género Phaseolus [26].

No clado Glycininae (G. microphylla, G. soja e G. max), o agrupamento das espécies G.
max e G. soja provavelmente esta relacionada a sua proximidade genética, uma vez que
essas espécies pertencem ao subgénero soja, que inclui G. max e G. soja (parente selvagem
da soja comercial), que sdo nativos do leste da Asia e parte da Russia. Ja a G. microphylla
pertence ao subgénero Glycine, que inclui cerca de 30 espécies perenes, cuja 0 centro de
diversidade se encontra na Australia, distribuidas por habitats diversos, desde o deserto até
climas temperadas e subtropicais [75].

Andlises filogenéticas a partir de sequéncias de genes plastidiais de espécies de
leguminosas phaseoldides, possibilitou a visualizacdo de um grupo fortemente apoiado
(BS=98% e BS=85%) que incluia as subtribos Phaseolinae, Glycininae e Cajaninae [43,76],
onde foi evidenciado o grupamento monofilético de Rhynchosia e Cajanus [43], corroborando
os resultados aqui observados.

Na subtribo Cajaninae, os estudos de 12. Candido et al. [12], baseados na analise
das regides nucleares ITS e plastidiais rpl32 e trnQ, também sustentaram o agrupamento de
Cajanus com R. volubilis. Caracteristicas semelhantes sdo compartilhadas por esses dois
géneros, como o habito que pode variar de subarbustivo a herbaceo, folhas trifolioladas a
unifolioladas (em algumas Rhynchosia), sendo a maior diferenca observada no fruto, que
pode apresentar duas a trés sementes (ou mais) em Rhynchosia e Cajanus, respectivamente.
A espécie R. sublobata geralmente, possui folhas trifolioladas, habito trepador, flores amarelas
estriadas de vermelho e lobos do calice transpassando a corola [85]. Outra caracteristica
partilhada é a distribuicdo geografica, onde as espécies de Rhynchosia sdo asiaticas, bem
como a maioria das espécies do género Cajanus [72].

As relagbes de baixo suporte apresentadas na arvore filogenética, podem ser justificados
pela ineficiéncia do marcador (BBI) para separar ou organizar espécies geneticamente muito
proximas.

Andlises filogenéticas com base em sequéncias proteicas tém sido bastante utilizadas
para esclarecer a funcdo das proteinas dentro de um grupo de organismos [40].
Reconstrucdes filogenéticas podem explicar questionamentos sobre como as proteinas estao
relacionadas em diferentes espécies, e se elas podem ter evoluido a partir de um ancestral
comum [62,84]. A filogenia baseada em sequéncias do BBI, demonstrou similaridade com
outras filogenias de Papilionoideae a partir de genes plastidiais [14,58-59,91].

Para predicdo da estrutura terciaria do BBI o servidor GalaxyTBM foi utilizado , foram
selecionadas as espécies P. vulgaris e C. cajan, representantes da tribo Phaseoleae
(Fabaceae - Papilionoideae), obtidas no banco de dados (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura tridimensional predita pelo servidor GalaxyTBM para o inibidor Bowman-Birk das
espécies P. vulgaris (A) e C. cajan (D). Superficie eletrostatica representada como um gradiente de cor,
a partir do mais carregado negativamente (vermelho) para o mais positivamente carregado (azul) das
espécies P. vulgaris (B) e C. cajan (E). Hidrofobicidade representada como gradiente de cor, sendo o
azul o mais hidrofilico e vermelho alaranjado para os mais hidrofébicos das espécies P. vulgaris (C) e
C. cajan (F).

Para validacdo do modelo, o grafico de Ramachandran e o Z—score foram utilizados. Os
modelos refinados evidenciaram 93,5% e 96,9 % de residuos de aminoacidos nas regides
beneficiadas pela analise do grafico de Ramachandran, para as espécies e P. vulgaris e C.
cajan, respectivamente.

As estruturas tridimensionais sdo geradas pelas sequéncias de codificacdo, que por
conseguinte permitem que os efeitos biolégicos possam ser avaliados com mais precisao.
Uma vez que, a previsdo de estruturas 3D de proteinas geralmente resulta em aplicacdes
praticas de relevancia no uso biotecnoldgico e terapéutico [1,13].

Por meio da analise no servidor ProSA, foram observados valores de Z-score de -1,61 e
-3,92 para C. cajan e P. vulgaris, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Grafico de Ramachandran para BBI de P. vulgaris (A) e C. cajan (B). Valor do Z-score (ponto
preto) pelo ProSA-web para P. vulgaris (C) e C. cajan (D). Uso do ProSA-web para o BBI, mostrando
o gréfico de energia de escores de residuos da estrutura de proteina nativa para P. vulgaris (E) e C.

cajan (F).

A qualidade do modelo € obtida a partir do resultado do Z-score de estruturas proteicas
resolvidas como referéncias [7], uma vez que esses valores podem ser significativos a luz da
termodindmica e qualidade da estrutura, com potencial de apresentar valores muito
semelhantes ou até superiores quando comparados a proteinas que foram elucidadas por
meio de experimento, o que confirma a confiabilidade do método [1]. Nesse sentido, os valores
de Z-scores apontam que as estruturas sao errébneas quando esse valor estiver fora de um
intervalo caracteristico para proteinas nativas [89]. Dessa forma, pode-se confirmar que os
valores de Z-scores obtidos para a estrutura de BBI de C. cajan e P. vulgaris (-1,61 e -3,92)
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estdo dentro do intervalo de pontuacdes tipicamente identificada para proteinas nativas de
tamanhos semelhantes.

Os modelos 3D obtidos evidenciaram diferengas minimas entre as estruturas do BBI de
P. vulgaris e C. cajan (Figura 4). Nesses modelos pode ser observado a presenca de beta-
folhas e alfa-hélices nas regides dos dominios PF00228.1 e PF00228.2 no modelo de P.
vulgaris e C. cajan. Os dominios PF00228.1 e PF00228.2 exibem uma conformacao
semelhante, dessa forma estes dominios provavelmente apresentam a mesma funcionalidade
nas duas espécies analisadas, como também foi observado na estrutura terciaria de BBI de
sementes de V. unguiculata [4]. Os dois dominios apresentam uma conformacao conservada,
justificado por sua presenca nas duas espécies analisadas, também observado por outros
autores em seus modelos 3D para outros tipos de proteinas [32,40]. Chen et al. [17], afirmam
gue a estrutura tridimensional do BBI é estabilizada, sobretudo pela presenca de sete pontes
dissulfeto, aliado a um pequeno auxilio do nucleo hidrofébico da molécula.

A funcionalidade das proteinas esta associada a sua configuracdo 3D, que por sua vez,
é determinada pela sequéncia de seus aminoacidos [40]. Ainda que seja complexo a analise
das sequéncias, métodos computacionais tém se tornado cada vez mais utilizados na
predicdo de proteinas. Dessa forma, a homologia ou modelagem comparativa é a mais
empregada por gerar bons resultados de forma efetiva, bem como a qualidade dos modelos
previstos, que se diferencia de outras técnicas por apresentarem uma relagdo evolutiva
aceitavel e evidenciar uma maior precisao [1].

A modelagem tridimensional e a analise comparativa de BBI fornecerdo informacdes
indispenséveis sobre suas fungdes moleculares e evolucao nas espécies analisadas.

CONCLUSOES

O presente estudo permitiu um melhor entendimento das fun¢des do BBI na atividade
inibitoria das duas serinoproteases. Associado a isso, 0 agrupamento obtido a partir das
sequéncias da proteina BBI confirma as classificacdes taxondmicas recentes das espécies da
tribo Phaseoleae (Fabaceae - Papilionoideae).

O emprego de ferramentas in silico se mostrou valida e confiavel na construcdo de
modelos 3D, na geracdo de modelos estaveis quanto ao seu nivel energético e dentro dos
padrdes, que € capaz ser considerado uma representagdo analoga da estrutura real da
proteina ja estabelecida, o que proporciona a analise de suas estruturas terciarias bem como
suas fungdes moleculares.
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ANEXO | - NORMAS DE REDACAO DE DISSERTACAO OU TESE

1. Normas Gerais

1.1. Dissertacédo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de
Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos

de Doutorado. Exigem investigacdes proprias a area de especializacdo e métodos

especificos.

1.2. A Dissertacdo ou Tese é de responsabilidade do discente, da Comisséo

Orientadora e da Banca Examinadora.

2. Estrutura

2.1. A Dissertacao ou Tese devera ser composta de: (i) capa, (i) paginas pré-textuais,
(iii) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pds-textuais).

2.2. A capa deverd conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacao. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas informacgoes
acrescidas da identificacdo do respectivo volume. Dois (2) exemplares devem ser de
capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pré-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii) titulo; (iii) nota
explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertacdo ou Tese, mencionando o
Programa de PoOs-Graduacdo, a Universidade e o grau pretendido (Mestrado ou
Doutorado); (iv) comité de orientacéo e (v) local e ano de aprovagdo. Contara, no verso
desta folha, a ficha catalografica.

2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, o nome do pés-graduando(a), a data
de aprovacao, os homes e as assinaturas do orientador e dos participantes da Banca
Examinadora, local e data.

2.3.3. Opcionalmente, poderdo ser incluidas paginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (ii) oferecimento, (iii) dedicatéria e (iv) biografia do autor,
obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o abstract
em inglés e key words. O resumo com no méaximo 800 palavras deve destacar: o local
da pesquisa, delineamento estatistico, caracterizacdo do problema, focalizar o(s)

objetivo(s), sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.
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2.4. O corpo da Dissertacdo ou Tese contera todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado na forma de
capitulos.

2.5. O corpo em capitulos sera composto das sec¢oes:

Capitulo I: Introducdo e Referencial Tedrico; Capitulos (I ou mais a depender do
namero de artigos cientificos); e Consideracfes Finais (opcional). As referéncias
bibliograficas e citacbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied
Biotechnology. As referéncias bibliograficas deverdo aparecer ao final de cada
capitulo.

2.6. O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar.

2.7. Inserir cabecalho com citacdo do autor e nome da dissertacéo ou tese, sendo a

fonte tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial da folha anexos.

3. Editoracao

3.1. Composicdao tipografica. As dissertacdes ou teses deverdo ser impressas em
forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no tipo
Arial tamanho 12, com espacamento 1,5.

3.2. Notacéo cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica deveréa ser diferenciada
contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As unidades meétricas
deverdo seguir o padrao do Sistema Internacional de Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco para
leitura normal.

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2 cm.
3.5. Paginacdo. Todas as paginas textuais e pdés-textuais deverdo ser numeradas em
sequéncia continua, isto €, desde a pagina do Capitulo | (texto corrido), até a ultima
pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia devera incluir tudo que estiver como
mapas, diagramas, paginas em branco e outros. As paginas pré-textuais deverao ser
numeradas, sequencialmente, como algarismos romanos minusculos.

3.6. llustracdes. Fotografias e outras ilustracdes deverdo ser montadas de forma
definitiva e incluidas no corpo da Dissertacio ou Tese. E admitido o uso de cores nas
figuras e ilustragbes. Em nenhuma circunstancia dever-se-4 empregar fita adesiva ou
material similar para afixacédo de ilustracdes no corpo da Dissertacao ou Tese. Folhas
de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis, desde que dobradas, de forma a resultar

em dimensdes inferiores ao tamanho do papel adotado.
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ANEXO Il - INSTRUCOES AOS AUTORES PARA PUBLICACAO NA REVISTA
CROP BREEDING AND APPLIED BIOTECHNOLOGY (CBAB)

Forma e preparacdo de manuscritos

O CBAB publica exclusivamente em inglés. O autor pode acompanhar as etapas de
tramitacdo do manuscrito por meio de seu e-mail e senha pessoal. Revisores
especialistas ad hoc avaliam os manuscritos para auxiliar o Conselho Editorial na
deciséo final de aprovacéo, modificacdo ou reprovacgao.

O manuscrito completo deve seguir a seguinte sequéncia: titulo, resumo, palavras-
chave, introducdo, material e métodos, resultados e discussédo, agradecimentos,
referéncias, tabelas e figuras. O manuscrito deve ser digitado em Word for Windows,
em fonte times new roman 12, espacamento duplo, formato A4, com margens de 20
mm e numeracgao consecutiva superior direita. O texto em espacgo duplo ndo deve
exceder 18 paginas, incluindo tabelas e figuras colocadas separadamente (uma por
pagina) no final do texto. Todas as equacdes, modelos e simbolos devem ser feitos
no Microsoft Equation. O titulo deve ser claro, conciso e expressar a esséncia do
artigo. Nao deve ultrapassar 15 palavras, deve ser digitado em negrito, a esquerda,
com letras iniciais mailsculas. Os homes completos dos autores e seus enderecos
institucionais devem constar na prova lida. O resumo ndo deve conter mais de 150
palavras. Sdo permitidas no maximo 5 palavras-chave, diferentes do titulo. A
introdugéo deve incluir uma breve revisao da literatura sobre o0 assunto e 0s objetivos
do estudo. Material e Métodos devem permitir que outros pesquisadores repitam a
experiéncia. Preferencialmente, Resultados e Discussao devem ser apresentados
juntos para facilitar a leitura. Os agradecimentos devem ser sucintos e limitados a

colaboradores efetivos e agéncias financiadoras.

Cuidado com as referéncias. Nunca cite resumos de eventos e teses, ou qualquer
outra literatura inédita. Essas medidas ajudardo a moldar um manuscrito que sera um
crédito tanto para o seu artigo quanto para o periddico. Citacdes citadas no texto pelo
sobrenome do autor e ano (por exemplo, Liu 1998, Pereira e Amaral Junior 2001,
William et al. 1990) devem ser listadas alfabeticamente no item Referéncias, conforme

0s exemplos a seguir:

1) Artigos em revistas:
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Pereira MG and Amaral Junior AT (2001) Estimation of genetic components in popcorn

based on the nested design. Crop Breeding and Applied Biotechnology 1: 3-10.

Knapp SJ, Stroup WW and Ross WM (1985) Exact confidence intervals for heritability

on a progeny mean basis. Crop Science 25: 192-194.

2) Livro
Hallauer AR, Carena MJ and Miranda Filho JB (2010) Quantitative genetics in maize

breeding. Springer, New York, 664p.

3) Capitulo de livro
Morais PPP e Borem A (2017) Cultivares GM. In Silva FL, Borem A, Sediyama T e
Ludke WH (eds) Melhoramento da soja. Springer, Nova York, p. 174-189.

4) Congresso:

Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In: Stalker HT and Murphy
JP (eds.) Proceedings of the symposium on plant breeding in the 1990s. CAB,
Wallingford, p. 1-13.

O CBAB publica, aléem de artigos, outras formas de texto, igualmente sujeitas ao

critério de pareceristas ad hoc.

Resenha

Aos principais autores de determinados temas sera solicitada uma Revisdo pelo
Conselho Editorial (também restrita a 18 paginas), que deverad lancar luz
especificamente sobre temas instigantes que merecam uma analise mais aprofundada

em seu estagio de desenvolvimento.

Notas

As notas sdo limitadas a 12 paginas e destinam-se a informar sobre novos estudos ou
observacdes, portanto, as ferramentas analiticas ndo sdo necessarias. Eles podem se
concentrar em um assunto de interesse amplo; descrever brevemente um estudo
original; relatério sobre pesquisa participativa; expressar observacdes de especial

interesse nas areas de pesquisa, ensino e ciéncias aplicadas; ou comentar sobre o
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lancamento de um novo software em uma éarea relacionada ao melhoramento de
plantas.

Programas de melhoramento de plantas

Os programas de melhoramento que se destacarem quanto a inovagdo, eficiéncia,

impacto e/ou continuidade podem ser retratados no CBAB, limitado a 18 paginas.

Lancamento de cultivares

Novas cultivares merecem atencdo especial pelo seu papel fundamental no
melhoramento vegetal e, consequentemente, na agricultura nacional. Uma
contribuicdo para esta secdo deve incluir um resumo de no maximo 50 palavras,
palavras-chave, uma introducdo, mencionar os métodos de melhoria aplicados,
caracteristicas de desempenho, producdo de sementes basicas e conter um minimo
de referéncias (seguir exemplos de referéncias de artigos), tabelas e figuras. O texto

inteiro n&o deve exceder 12 paginas.

Versédo do software/dispositivo

Novos softwares e dispositivos serdo publicados na seg¢ao Especial pela importancia
que representam para o aperfeicoamento atual e, portanto, para a agricultura. Esta
nova secdo deve conter Resumos limitados a 50 palavras, Palavras-chave,
introducdo, métodos, historico utilizado para o desenvolvimento do manuscrito,
caracteristicas de desempenho, aplicacdes, formas de acesso e um minimo de

referéncias, tabelas e figuras. Todo o manuscrito sera limitado a 12 paginas.

Reviséo do livro

Esta nova secéo foi criada para anunciar novos livros relacionados ao melhoramento
de plantas. A contribuicdo para esta secdo deve incluir dois exemplares do livro
enviado pelo Autor. O livro sera revisado por um parecerista especializado escolhido

pelo Conselho Editorial para editar um resumo.
Cartas

Cartas curtas de interesse geral também sdo bem-vindas para publicacdo, sujeitas a

alteracdes pelo Conselho Editorial por questdes de espaco ou clareza de expressao.
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ANEXO Ill - INSTRUCOES AOS AUTORES PARA PUBLICACAO NA REVISTA
GENETIC RESOURCES AND CROP EVOLUTION

Submissdo de manuscrito

A submissdo de um manuscrito implica: que a obra descrita ndo tenha sido publicada
anteriormente; que ndo estd sendo considerado para publicagdo em nenhum outro
lugar; que sua publicacéo foi aprovada por todos os coautores, se houver, bem como
pelas autoridades responsaveis — tacita ou expressamente — no instituto onde o
trabalho foi realizado. A editora ndo sera considerada legalmente responsavel caso

haja algum pedido de indenizacgao.

Permissdes

Os autores que desejam incluir figuras, tabelas ou passagens de texto que ja foram
publicadas em outro lugar devem obter permissao do(s) proprietario(s) dos direitos
autorais para o formato impresso e online e incluir evidéncias de que tal permissao foi
concedida ao enviar seus trabalhos. Qualquer material recebido sem tais evidéncias

sera considerado como originario dos autores.

Submissé&o on-line
Por favor, siga o hiperlink “Enviar manuscrito” e carregue todos os seus arquivos de

manuscrito seguindo as instru¢des dadas na tela.

Arquivos Fonte

Certifique-se de fornecer todos os arquivos de origem editaveis relevantes em cada
envio e revisdo. Deixar de enviar um conjunto completo de arquivos de origem
editaveis fara com gue seu artigo nao seja considerado para revisdo. Para o texto do
seu manuscrito, sempre envie em formatos comuns de processamento de texto, como

.docx ou LaTeX.

Artigo de reviséo

As revisdes sao pesquisas oficiais, equilibradas e académicas dentro do escopo da
revista. Uma revisao deve se concentrar em um topico que seja oportuno e relevante
para o campo. A exigéncia de equilibrio ndo precisa impedir os autores de propor
pontos de vista especificos, mas se houver controvérsias no campo, os autores devem

traté-las de maneira imparcial.
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Trabalho de pesquisa

Espera-se que artigos de pesquisa originais relatem avancos cientificos e contribuam
com novos insights sobre questdes de pesquisa claramente identificadas no escopo
da revista. Eles devem conter uma hip6tese nova e bem formulada, uma abordagem
experimental sélida e resultados que confirmem ou rejeitem a hipbtese. Use a
seguinte ordem: Resumo, Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo,

Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias.

Comunicacéao curta

Esses artigos comunicam breves relatos de dados de pesquisas originais. As
Comunicacdes Breves tipicas incluem taxons de culturas recém-descritos, notas
nomenclaturais, relatérios de missdes de coleta e resultados de avaliacdo de material

de banco de genes.

Notas sobre Culturas Negligenciadas e Subutilizadas
Este tipo de artigo € semelhante a uma comunicacao curta e se concentra em culturas

raramente usadas e parentes selvagens de culturas.

Reviséo do livro

Resenhas de Livros séo artigos curtos (cerca de 400 palavras) que discutem livros
importantes publicados recentemente. O objetivo de uma resenha de livro é fornecer
um breve resumo dos pontos fortes e fracos do livro e avaliar a utilidade geral do livro

para o publico a que se destina.

Folha de rosto

Certifique-se de que sua pagina de titulo contém as seguintes informacdes.

Titulo

O titulo deve ser conciso e informativo.

Informacé&o sobre o autor
e O(s) nome(s) do(s) autor(es)
e A(s) afiliacdo(des) do(s) autor(es), ou seja, instituicdo, (departamento),
cidade, (estado), pais
« Uma indicacéo clara e um endereco de e-mail ativo do autor correspondente
o Se disponivel, o ORCID de 16 digitos do(s) autor(es)
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Se as informacdes de endereco forem fornecidas com a(s) afiliacao(des), elas também
serdo publicadas.

Para autores que séo (temporariamente) ndo afiliados, iremos capturar apenas sua
cidade e pais de residéncia, ndo seu endereco de e-mail, a menos que

especificamente solicitado.

Resumo
Forneca um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo néo deve conter abreviacdes
indefinidas ou referéncias nao especificadas.
Apenas para revistas de ciéncias da vida (quando aplicavel)
e« Numero de registro do ensaio e data de registro para ensaios registrados
prospectivamente
« NUmero de registro do ensaio e data de registro, seguidos de “registrado

retrospectivamente”, para ensaios registrados retroativamente

Palavras-chave

Forneca de 4 a 6 palavras-chave que podem ser usadas para fins de indexacdao.

Texto
Formatacgéao de texto
Os manuscritos devem ser submetidos em Word.
e Use uma fonte normal e simples (por exemplo, Times Roman tamanho 10) para
o texto.
o Use itélico para dar énfase.
« Use a funcdo de numeragédo automatica de paginas para numerar as paginas.
e Na&o use funcbes de campo.
e Use paradas de tabulacdo ou outros comandos para recuos, nao a barra de
espaco.
e Use a funcéo de tabela, ndo planilhas, para fazer tabelas.
e Use o editor de equacdes ou MathType para equacdes.
e Salve seu arquivo no formato docx (Word 2007 ou superior) ou no formato doc
(versdes mais antigas do Word).
Manuscritos com conteddo matemético também podem ser enviados em

LaTeX. Recomendamos o uso do modelo LaTeX da Springer Nature.
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Titulos

Use no maximo trés niveis de cabecalhos exibidos.

Abreviaturas
As abreviaturas devem ser definidas na primeira mencéao e usadas consistentemente

depois disso.

Notas de rodapé

As notas de rodapé podem ser usadas para fornecer informa¢des adicionais, que
podem incluir a citagdo de uma referéncia incluida na lista de referéncias. Eles ndo
devem consistir apenas em uma citacdo de referéncia e nunca devem incluir os
detalhes bibliograficos de uma referéncia. Também ndo devem conter figuras ou
tabelas.

As notas de rodapé do texto sdo numeradas consecutivamente; aqueles as tabelas
devem ser indicados por letras mindsculas sobrescritas (ou asteriscos para valores de
significancia e outros dados estatisticos). As notas de rodapé do titulo ou dos autores
do artigo ndo recebem simbolos de referéncia.

Sempre use notas de rodapé em vez de notas de fim.

Agradecimentos
Agradecimentos de pessoas, doacfes, fundos, etc. devem ser colocados em uma
secao separada na pagina de titulo. Os nomes das organizacdes financiadoras devem
ser escritos por extenso.
Observe:

« Use a funcdo de numeracdo automatica de linhas para numerar as linhas do

manuscrito.

Estilo cientifico
« Sempre use sinais e simbolos aceitos internacionalmente para unidades
(unidades SI).
e« Nomenclatura: Na medida do possivel, os autores devem usar nomes
sistematicos semelhantes aos usados pelo Chemical Abstract Service ou
IUPAC.
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Nomes cientificos de plantas

Os autores devem usar o nome de planta latino aceito, incluindo a citacdo do autor
(por exemplo, Zea mays L.) na primeira vez que uma espécie € mencionada, tanto no
resumo quanto no texto principal. Em caso de duvida, os autores podem consultar os
seguintes sites:

http://www.theplantlist.org/

https://npgsweb.ars-grin.gov/dringlobal/taxon/taxonomysearch.aspx

A primeira mencdo de um nome de género deve ser escrita por extenso,
subsequentemente os nhomes de género devem ser abreviados para sua letra inicial
(por exemplo, Z. mays).

Nomes cientificos de plantas devem estar em italico no nivel de género e abaixo.

Referéncias
Citacao
Cite as referéncias no texto por nome e ano entre parénteses. Alguns exemplos:
e A pesquisa em negociacdo abrange muitas disciplinas (Thompson 1990).
o Este resultado foi posteriormente contestado por Becker e Seligman (1996).
o Este efeito foi amplamente estudado (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b;
Kelso e Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Lista de referéncia

A lista de referéncias deve incluir apenas os trabalhos citados no texto e que tenham
sido publicados ou aceitos para publicacdo. Comunicacdes pessoais e trabalhos
inéditos devem ser mencionados apenas no texto.

As entradas da lista de referéncias devem ser colocadas em ordem alfabética pelos
sobrenomes do primeiro autor de cada trabalho. Por favor, coloque em ordem
alfabética de acordo com as seguintes regras: 1) Para um autor, pelo nome do autor,
depois cronologicamente; 2) Para dois autores, por nome do autor, depois nome do
co-autor, depois cronologicamente; 3) Para mais de dois autores, pelo nome do
primeiro autor, depois cronologicamente.

Se disponivel, sempre inclua DOIs como links DOl completos em sua lista de

referéncia (por exemplo, “https://doi.org/abc”).

e Artigo de jornal
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http://www.theplantlist.org/
https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/taxon/taxonomysearch.aspx

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738.
https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8

Idealmente, os nomes de todos os autores devem ser fornecidos, mas o uso de “et
al” em listas longas de autores também sera aceito:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

Artigo por DOI
Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

Livro

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

Capitulo de livro
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

Documento on-line
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertacao
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of

California
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ANEXO IV - INSTRUCOES AOS AUTORES PARA PUBLICACAO NA REVISTA
BRAZILIAN ARCHIVES OF BIOLOGY AND TECHNOLOGY - BABT

Instrucdes aos autores

Breve guia para submissao

Este guia descreve pontos-chaves para a preparagédo de manuscritos para submissao
ao BABT.

Para facilitar a elaboracdo do manuscrito, os modelos abaixo foram criados para uso

obrigatoério.

Carta de Apresentacao (Obrigatdrio)

Ao enviar o artigo, os autores devem incluir uma Carta de Apresentacdo ao editor,
resumindo os achados de seu manuscrito, evidenciando o que é de interesse do
Brazilian Archives of Biology and Technology publica-lo, sua originalidade e que nédo
foi submetido ou publicado anteriormente em outros lugares. Além disso, a Carta de
Apresentacdo deve abordar claramente a Area do Conhecimento a que se destina,
gue nao ha conflitos de interesse associados ao manuscrito e que atendam a todas
as normas aplicaveis sobre a ética da experimentacdo e da pesquisa, e que nao
possui publicagbes duplicadas, fraude, plagio ou preocupacdes com experimentos
animais ou humanos. A Carta de Apresentacdo também deve informar se o autor
aceita ou ndo que seu artigo seja utilizado para gerar conteddo para as redes sociais
de divulgacéo do periddico.

Se o artigo j& foi compartiihado como um preprint, informe em "Comentarios aos
Editores" na Carta de Apresentagéao.

A Carta de Apresentacdo deve seguir o formulario de modelo na extensdo docx
anexado aqui.

Por favor atencdo ao anexar a carta de apresentacdo no momento da submisséo.
Arquivos anexados em locais incorretos nao serao aceitos. Preferencialmente, anexe

0 arquivo na extensao .docx

Manuscrito Principal
O manuscrito deve ser escrito apenas em inglés. Se o0s autores ndo tiverem

experiéncia em escrever nesta lingua, sugerimos que 0 manuscrito seja revisado por
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um especialista da lingua inglesa antes de sua submissdo, de preferéncia com
experiéncia cientifica na Area do Conhecimento.

A revista BABT é rigorosa ao formato de submissdes iniciais; deve estar no modelo
anexado aqui.

Importante: Os manuscritos que ndo cumprirem as normas estabelecidas para
submissao serdo devolvidos aos autores para adequacdes até que estejam corretos
para serem enviados a apreciacao dos revisores.

Todas as informacgBes devem ser apresentadas em um anico arquivo, formato .docx,
incluindo as informacdes dos autores e ORCID ID. Todas as figuras e tabelas devem
ser apresentadas ao longo do texto, e 0 manuscrito deve ter no maximo 15 péaginas
(incluindo texto, figuras e tabelas).

Ao usar o modelo, use a galeria de estilos para formatar seu manuscrito.

Um guia para os estilos contidos no modelo € mostrado abaixo:

Titulo

Deve ter no maximo 3 linhas

Fonte: Arial, 20 pt, negrito, justificado, espacamento da linha: 1,0 (Simples), Espaco
Depois: 12 pt,

Deve ser preciso e refletir claramente o conteddo do manuscrito. (Coloque cada
palavra na parte superior).

Nome do autor

Sem titulos ou graduacdes, preferencialmente sem abreviaturas;

Fonte: Arial, 11 pt, Negrito, Justificado Espagcamento da Linha: 1,0 (Simples), Espaco
Depois: 0 pt,

O autor para correspondéncia deve ser identificado com um asterisco

ORCID

Formato: https://orcid.org/0000-0000-0000-0000

Fonte: Arial, 10 pt, esquerda, espacamento da linha: 1,0 (simples), espaco depois: 12
pt,

E obrigatorio para todos os autores.

IMPORTANTE: Se houver mais de 4 Autores, vocé pode colocar a lista em duas

colunas.

Filiacéao
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Os nomes das instituicbes e programas deverao ser apresentados por extenso e em
inglés. Para instituicbes de paises de escrita latina 0s nomes podem ser escritos na
lingua original.

Formato: Universidade, Faculdade, Departamento, Cidade, Estado, Pais;

Fonte: Arial, 10 pt, esquerda, espagcamento da linha: 1,0 (simples), espaco antes e
depois: 0 pt

E obrigatorio para todos os autores.

Destaques

Deve resumir concisamente os principais achados e fornecer aos leitores uma visao
geral do artigo. Devem incluir de trés a cinco pontos, descrevendo as principais
realizacdes da pesquisa (por exemplo, resultados ou conclusdes) e destacam o que €
unico sobre o estudo

Inclua 3 a 5 destaques;

No méaximo 85 caracteres em cada destaque, incluindo espacos;

Apenas os resultados principais do manuscrito devem ser destacados;

Escreva o destaque da pesquisa no tempo presente;

Seja conciso e especifico;

Fonte: Arial, 11 pt, justificado, espacamento da linha: 1,5

Abstract

Fonte: Arial, 11 pt, justificado, espagcamento da linha: 1,0 (simples), espaco antes: 12
pt.

A palavra “abstract” antes € em negrito.

Um anico paragrafo de cerca de 250 palavras, no maximo. Para artigos de pesquisa,
0os resumos devem dar uma visdo geral pertinente do trabalho. Encorajamos
fortemente os autores a utilizar o seguinte estilo de resumos estruturados, mas sem
cabecalhos: Antecedentes: Colocar a questdao abordada em um contexto amplo e
destacar o objetivo do estudo; Métodos: Descrever sucintamente 0s principais
métodos ou tratamentos aplicados; Resultados: Resumir os principais resultados do
artigo; e Concluséo: Indicar as principais conclusdes ou interpretacées. O resumo
deve ser uma representacéo objetiva do artigo, ndo deve conter resultados que nao
sejam apresentados e fundamentados no texto principal e ndo deve exagerar a

conclusao principal.
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Keywords

palavra-chave 1; palavra-chave 2; palavra-chave 3. Listar de trés a seis palavras-
chave pertinentes especificas do artigo; ainda razoavelmente comum dentro da
disciplina do assunto.

Fonte: Arial, 11 pt, justificado, espacamento da Linha: 1,0 (Simples), espaco Antes
12 pt.

Resumo Grafico (Opcional)

Um Resumo Grafico € um resumo Unico, conciso, pictorico e visual dos principais
achados do artigo. Pode ser a figura final do artigo ou uma figura especialmente
projetada para o efeito, que captura o conteudo do artigo para os leitores em uma

Unica imagem.

Secdes principais

Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussédo, Conclusdo, Patentes,
Referéncias.

Fonte: Arial, 11 pt., negrito, justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco

antes: 12 pt., espaco Depois: 6 pt

Subsecodes
Subsecéo
Fonte: Arial, 11 pt. negrito, justificado, espacamento de linha: 1,0 (Simples), espaco

antes: 12 pt. espaco depois: 6 pt.

Subsubsecéo
Fonte: Arial, 11 pt. italico, justificado, espagamento de linha: 1,0 (Simples), espaco

antes: 12 pt. espaco depois: 6 pt.

Subsubsubsecéo
Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espagcamento de linha: 1,0 (Simples), espaco antes: 12

pt. espaco depois: 6 pt.

Introducéo

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt., primeira linha recuo de 0,75cm.

A introducdo deve conter brevemente o estudo em um contexto amplo e destacar

porque é importante; definir o propdsito da obra e seu significado. O estado atual do
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campo de pesquisa deve ser revisto cuidadosamente e as principais publicacdes
citadas. Por favor, destaque hipoteses controversas e divergentes quando necessario.
Por fim, mencione brevemente o objetivo principal do trabalho. As referéncias devem
ser numeradas na ordem em que aparecem e indicadas numericamente entre
colchetes, por exemplo, [1] ou [2,3], ou [4-6]. Consulte o final do documento para obter

mais detalhes sobre as referéncias.

Materiais e Métodos

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt., primeira linha recuo de 0,75cm.

Materiais e métodos devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir que
outros repliqguem e construam os resultados publicados. Por favor, note que a
publicacdo do seu manuscrito implica que vocé deve disponibilizar todos os materiais,
dados, codigos de computador e protocolos associados a publicacdo. Revele na fase
de submisséo quaisquer restricdes a disponibilidade de materiais ou informac¢des na
carta de apresentacdo. Novos métodos e protocolos devem ser descritos em detalhes,
enquanto métodos bem estabelecidos podem ser brevemente descritos e
apropriadamente citados. Esta sec¢éo pode ser dividida por subse¢cbes como mostrado

acima.

Resultados

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt., recuos de primeira linha de 0,75cm.

Deve conter uma descricdo concisa e precisa dos resultados experimentais, sua

interpretacdo bem como a concluséo experimental que pode ser tracada.

Tabelas e Esquemas de Figuras
Coloque todas as tabelas e esquemas de figuras conforme séo citadas no texto.
Todas as figuras e tabelas devem ser citadas no texto principal numeradas

consecutivamente em digitos arabicos como Figura 1, Tabela 1, etc.

Tabelas
Fonte da tabela: Arial, 10 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espago
antes: 12 pt., espaco depois: 0 pt.
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Cada tabela deve ser acompanhada por uma frase de titulo curta, descrevendo o que
a tabela mostra. Mais detalhes podem ser incluidos como notas de rodapé.

Fonte do corpo da tabela: Arial, 10 pt alinhada a esquerda, espacamento de linha: 1,0
(simples), espaco antes: 0 pt., espaco depois: 0 pt.

Linhas verticais e diagonais e preenchimento ndo devem ser usadas em tabelas.
Fonte do rodapé: Arial, 10 pt., centralizado, espacamento de linha: 1,0 (simples),
espaco antes: 0 pt., espaco depois: 12 pt.

IMPORTANTE: As tabelas devem ser elaboradas e editadas em células, utilizando os
recursos do editor de texto.

Observacédo: Tabelas em formato de figura ndo sao aceitas ou que contenham linhas
desenhadas, ou fundo preenchido.

Tabelas muito grandes para paginas com orientacao retrato devem ser colocadas em
uma pagina separada na sequéncia que aparecem no texto, no modo paisagem, como

na pagina de exemplo contida no modelo.

Figuras e Esquemas

Legenda da figura Fonte: Arial, 10 pt., Justificado, Espacamento de Linha: 1,0
(Simples), Espago Antes: O pt., Espago Depois: 12 pt.;

Se houver varios painéis, eles devem ser listados como: (a) descricdo do que esta
contido no primeiro painel; (b) descricdo do que esta contido no segundo painel;

As imagens devem ter uma resolu¢cao minima de 300 dpi.;

A legenda deve ter uma Unica linha e estar centralizada;

As figuras devem ser submetidas preferencialmente em cores, os textos dentro das
figuras devem ser legiveis;

Quando as figuras apresentam diferentes partes, cada uma deve ser indicada por
mailscula (Figure 1 A, B, C etc.).

Equacbes e Teoremas

Equacfes ndo devem estar em formato de imagem;

Elas devem ser numeradas;

Equacéo: Arial, 11 pt., centralizado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco
antes: 6 pt., espaco depois: 6 pt.;

Teoremas: Arial, 11 pt., italico justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco

antes: 12 pt., espaco depois: 8 pt. O titulo “Teorema n°®’ no inicio da frase é em negrito;
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Prova de Teoremas: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples),
espaco antes: 12 pt., espacgo depois: 8 pt. O titulo “Prova de Teorema n°” no inicio da

frase € em negrito.

Discusséo

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt., recuos de primeira linha de 0,75cm.

Os autores devem discutir os resultados e como podem ser interpretados na
perspectiva de estudos anteriores e das hipéteses de trabalho. Os achados e suas
implicag6es devem ser discutidos no contexto mais amplo possivel. Futuras direcdes

de pesquisa também podem ser destacadas.

Conclusbes

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: O
pt., espaco depois: 0 pt., recuos de primeira linha de 0,75cm.

Esta secdo ndo é obrigatdria, mas pode ser adicionada ao manuscrito se a discussao

for extraordinariamente longa ou complexa.

Patentes

Fonte: Arial, 11 pt., justificado, espagamento de linha: 1,0 (simples), espago antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt., recuos de primeira linha de 0,75cm.

Esta secao nao € obrigatoria, mas pode ser adicionada se houver patentes resultantes

do trabalho relatado neste manuscrito.

Financiamento

Fonte: Arial, 10 pt., justificado, espagcamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 12
pt., espaco depois: 0 pt. A palavra “Financiamento” no inicio da frase € em negrito.
Por favor, adicione: "Esta pesquisa nao recebeu nenhum financiamento externo” ou
"Esta pesquisa foi financiada pelo NOME DO FINANCIADOR?”, numero de subvengao

“XXX". Verifique cuidadosamente se os dados sao precisos.

Agradecimentos

Fonte: Arial, 10 pt., justificado, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco antes: 0
pt., espaco depois: 0 pt. A palavra Agradecimentos no inicio da frase deve ser em
negrito.
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Nesta se¢do vocé pode reconhecer qualquer apoio dado que néo esteja coberto pelas
secoes de contribuicdo ou financiamento do autor. Isso pode incluir suporte
administrativo e técnico, ou doacdes em espécie (por exemplo, materiais usados para

experimentos).

Referéncias

As referéncias devem ser numeradas conforme citadas no texto (incluindo citacdes
em tabelas e legendas) e listadas individualmente no final do manuscrito.
Recomendamos preparar as referéncias com um pacote de software de bibliografia,
como EndNote, Reference Manager ou Zotero para evitar erros de digitagédo e
referéncias duplicadas. No texto, os numeros de referéncia devem ser colocados em
colchetes [ ], e colocados antes da pontuacéo; por exemplo [1], [1-3] ou [1,3].

Fonte: Arial, 10 pt., alinhada esquerda, espacamento de linha: 1,0 (simples), espaco
antes: O pt., espaco depois: 0 pt., numeradas.

A lista completa de referéncias, no final do artigo, deve seguir o estilo Vancouver:

Guia de Referéncias

Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produzidos pelo Committee of Medical
Journal Editors também conhecido como o Estilo Vancouver. Neste caso, os autores
devem seguir as diretrizes no link abaixo e serdo responsaveis por modificar o
manuscrito onde ele difere das instru¢des dadas aqui.
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

IMPORTANTE: N&o havera restricbes na lingua de origem do artigo de referéncia,
apesar da recomendacao de estar em inglés, porém o titulo deve ser traduzido e
apresentado em inglés, entre colchetes. — Demais informacdes deverdo ser
preferencialmente na lingua inglesa.

Importante: Salve o arquivo em formato .doc ou .docx.
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