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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo analisar o grau de semelhan¢a encontrado em sequéncias de
genes para os compostos antioxidantes enzimaticos: superdxido dismutase e peroxidase, bem
como sequéncias de genes para compostos ndao enzimdticos: dcido ascérbico e licopeno,
encontrados em diferentes espécies de plantas. Sequéncias de nucleotideos disponibilizadas em
bancos de dados genémicos: NCBI (EUA), EBI (Europa) e DDBJ (Japdo) foram identificadas e
analisadas com as ferramentas BLAST, ClustalW2, ClustalW2 Phylogeny e MAFFT, para avaliar o
grau de semelhanca entre si e para produzir dendrogramas especificos para cada gene. Os
resultados mostraram que as sequéncias de genes para licopeno e superdxido dismutase
mostraram maior consisténcia quando comparados com a classificacdo taxonémica consensual, do
gue as sequéncias para os genes de peroxidase e acido ascorbico. Esta pesquisa pode contribuir
para estudos avancados das relacGes filogenéticas entre as espécies de plantas, bem como para
uma compreensdo da evolucdao molecular dos genes avaliados.

Palavras-chave: bioinformatica, antioxidantes enzimaticos, antioxidantes nao-enzimaticos,
evolucdao molecular, relagdes filogenéticas.

SYSTEMATIZATED PHYLOGENETIC ANALYSIS OF GENE SEQUENCES FOR ANTIOXIDANT
COMPOUNDS FOUND IN PLANT SPECIES

ABSTRACT

This research aimed to analyze the degree of similarity found in gene sequences for enzymatic
antioxidants superoxide dismutase and peroxidase, as well as gene sequences for non-enzymatic
compounds: ascorbic acid and lycopene, found in different plant species. Nucleotide sequences
available in genomic databases: NCBI (USA) EBI (European) and DDBJ (Japan) were identified and
analyzed with the BLAST, ClustalW2, ClustalW2 Phylogeny and MAFFT tools, in order to evaluate
the degree of similarity between them and to produce dendrograms specific for each gene. The
results showed that the gene sequences for lycopene and superoxide dismutase showed greater
consistency when compared with the consensus taxonomic classification than the gene sequences
for peroxidase and ascorbic acid. This research can contribute to advanced study of phylogenetic
relationships among plant species, as well as to a better understanding of the molecular evolution
of the evaluated genes.

Keywords: bioinformatics, enzymatic antioxidants, non-enzymatic antioxidants, molecular
evolution, phylogenetic relationships.
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INTRODUGCAO

Estudos sobre o envelhecimento
celular tém revelado que ele decorre, em
grande parte, de uma deterioracdo
progressiva do organismo em resposta
adaptativa a fatores ambientais. Além das
inimeras alteragdes histoldgicas causadas
por esses fatores, eles também contribuem
para o aumento de radicais livres no
organismo, frequentemente associados ao
envelhecimento precoce, por serem o0s
responsaveis por diversas agressoes fisicas as
células do corpo e tecidos. Segundo a teoria
de Denham Harmanl, os radicais livres estao
envolvidos no processo de envelhecimento,
por provocarem danos celulares que sao
acumulados durante a vida, resultando em
aceleracdo de disfuncgdes.

Os antioxidantes agem impedindo a
formacdo de moléculas de radicais livres,
evitando a formacdo de lesBes em nossas
células causadas pelos radicais, removendo
os danos e reconstituindo as células
danificadas®’.  Os  estudos sobre  os
antioxidantes tém ressaltado,
principalmente, o uso de nutrientes isolados
no tratamento e prevencdo de doengas3.
Entretanto, nos alimentos é encontrada uma
grande variedade de substancias que podem
agir em sinergismo na protecdo das células e
tecidos. Conforme estes Uultimos autores,

alguns exemplos de substancias
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antioxidantes intensivamente estudadas

envolvem: compostos enzimaticos

considerados  essenciais a0  processo
evolutivo, tais como: o superéxido dismutase
(SOD), cuja importancia pode  ser
demonstrada pelo fato de ser a enzima mais
abundante no organismo e pode ser dividida
em duas SODs principais, CuZnSOD contendo
cobre e zinco e a MnSOD, contendo
manganés na mesma molécula, e a
peroxidase, também abundante no
organismo, bem como compostos nao-
enzimaticos e que ndo sdo essenciais a esse
processo evolutivo, encontradas em um
menor numero de espécies, tais como: o
licopeno e o acido ascérbico.

Por sua vez, o crescimento vertiginoso
no numero de sequéncias de Aacidos
nucléicos, proteinas, estruturas de moléculas
e expressao e regulacdo génica nos bancos
de dados genbmicos em varios paises
tornaram as pesquisas muito mais precisas.
Este fato tem estimulado um crescente
interesse no estudo de similaridade de
sequéncias com o emprego de ferramentas
de bioinformatica, que sdo programas de
computadores que auxiliam na realizacdo de
analises comparativas de sequéncias. A
obtencdo e a andlise de informaces
gendmicas exigem programas com

dispositivos de armazenamento rapidos e de

alta capacidade para manter os bancos de



dados. Além disto, a disponibilidade destas
ferramentas de bioinformatica no ambiente
web tem permitido uma ampla utilizagao de
recursos em tempo real, e a realizacdo de
pesquisas de forma intensiva. Assim, o
computador tornou-se peca chave nas
pesquisas que vem sendo realizadas em
areas especializadas como a Biologia
Molecular e o armazenamento de dados
bioldgicos em bancos de dados publicos tem
se tornado cada vez mais comum.

O objetivo deste estudo foi analisar as
sequéncias génicas para as substancias
antioxidantes: dcido ascdrbico, licopeno,
peroxidase e superdxido dismutase, de forma
a permitir a avaliacdo da semelhanga entre
esses genes encontrados em espécies
vegetais pertencentes a diferentes taxons. As
sequéncias génicas destes compostos estdo
disponiveis nas bases NCBI (Estados Unidos),
EBI (Europa) e DDBJ (Japdo), e foram
analisadas de modo a verificar o grau de
similaridade das sequéncias de nucleotideos
para cada um dos respectivos genes através
da construcao de cladogramas
representativos do grau de similaridade
gendmica entre as espécies e,
individualmente, para cada um dos genes
avaliados. Finalmente, os resultados obtidos

foram confrontados com a relacdo

filogenética consensual entre as espécies, do
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ponto de vista taxondmico, individualmente

para cada um dos genes.

METODOLOGIA

Para a realizagdo desta pesquisa
utilizou-se  um computador portatil com
processador Intel Core i7, 8Gb de memodria,
HD de 1Tb com placa de video 2GB, Monitor
de 15.6” e configurado com permissao de
administrador, impressora jato de tinta
colorida e acesso irrestrito a internet.

As sequéncias de nucleotideos que
foram coletadas estdo disponiveis nos
principais bancos de dados genOmicos de
acesso publicos e gratuitos do mundo que
sdao: NCBI - National Center for
Biotechnology Information (EUA)*°, EMBL-
EBI - The European Bioinformatics Institute
(Europa)®, e o DDBJ (DNA Data Bank of
Japan)’ e mantido pelo governo do Jap3o.
Ressalta-se a existéncia de uma colaboragao

internacional entre estes bancos de dados,

conhecida como INSDC - International
Nucleotide Sequence Database
Collaboration, cujo link é:

http://www.insdc.org/ onde se pode acessar

os demais bancos de dados gen6micos.
Sequéncias de nucleotideos dos genes
responsaveis pela sintese de acido ascorbico,
licopeno, peroxidase e superdxido dismutase,
entre diferentes espécies de plantas foram

obtidas a partir dos bancos de dados
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genOmicos e comparadas entre si, aos pares,
através de duas ferramentas de alinhamento
multiplo: ClustalW2 e MAFFT. A ferramenta
ClustalW2, uma nova versdao da conhecida
ferramenta ClustalW, é um programa de
alinhamento de multiplas sequéncias de uso
geral para DNA ou proteinas que calcula a
melhor correspondéncia para as sucessoes
escolhidas e as alinha para que as
identidades, semelhangas e diferencas
possam ser observadas. A ferramenta
MAFFT, (Multiple Alignment using Fast
Fourier Transform), é um programa de
alinhamento de sequéncias multiplas de alta
velocidade, reconhecido por utilizar
algoritmos considerados rapidos e com niveis
de precisao significativos®. Ambas
ferramentas estao disponiveis para acesso no

site da EBI http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/.

Os resultados obtidos foram utilizados para a
construcao de cladogramas para cada um dos
genes utilizando-se a ferramenta Clustal W
Phylogeny, ferramenta comumente utilizada
para geracao arvores filogenéticas fornecidas
pela ClustalW2, e que também esta
disponivel no mesmo portal.

As ferramentas de bioinformatica
escolhidas funcionam em ambiente web e
dispensam, deste modo, a instalacdo dos
softwares na estacdo de trabalho. Os
conjuntos de sequéncias encontrados no

NCBI, EBI e DDBJ foram submetidos a analise
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através das ferramentas mencionadas, de
modo a permitir a sua avaliacdo quanto a
aplicabilidade, facilidade de estudo e
viabilidade na analise de cada uma delas.
Estas ferramentas foram empregadas de
modo a identificar as regides de cada gene
que apresentam maior variabilidade entre as
espécies avaliadas, bem como identificar
padroes de evolugdao molecular dos genes

nas diferentes espécies.

RESULTADOS

As sequéncias nucleotidicas relativas
aos genes para o0s quatro compostos
antioxidantes analisados foram obtidas a
partir de pesquisas nas bases de dados
gendmicos internacionais. Para os compostos
antioxidantes nao-enzimaticos, foram
identificados mais de uma sequéncia génica
codificante para cada substancia. No caso do
antioxidante  acido

ascorbico, foram

encontradas  sequéncias  relativas ao
ascorbato peroxidase e ao ascorbato oxidase,
enquanto que, para o antioxidante licopeno,
foram encontradas sequéncias nucleotidicas
do licopeno beta-ciclase e do licopeno
épsilon-ciclase. Para os antioxidantes
enzimaticos foram obtidas variacdes do
mesmo gene apenas para o superdxido
dismutase, cujas principais versdes foram:
CuZnSOD e MnSOD. Foram utilizadas apenas

o CuZnSOD para o estudo, devido a maior


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

abundancia de dados disponiveis desse gene
em diferentes espécies vegetais do que para
a variante MnSOD. Finalmente, ndo foram
identificadas variacbes para o gene da
enzima peroxidase.

Para cada uma das sequéncias
avaliadas foram realizadas buscas de espécies

vegetais em que as mesmas ja tinham sido

Nicotiana tabacum

Solanaceae

Solanum

Vitis vinifera

Pentapetalae

fabids

rosids

malvids

descritas, resultando em um total de onze

espécies, as quais foram selecionadas

utilizando-se como critério a presenca dos 6

genes estudados. Na Figura 1 pode-se

observar a  classificagdo  taxonb6mica

consensual atual destas onze espécies,

estabelecida com base em suas

caracteristicas morfoldgicas.

Solanum tuberosum

Solanum lycopersicum

Ricinus communis

Glycine max

Papilionoideae

Cucumis

Cicer arietinum

Cucumis sativus

Cucumis melo

Theobroma cacao

Citrus sinensis

Figura 1. Classificagdo taxond6mica atual obtida através do Taxonomy Browse, disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi , acessada em: 05/08/2015, e

gerada através do software TreeView 1.6.6
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Nas Figuras 2 e 3 pode-se observar os superéxido dismutase Cu-Zn, e que foram
dendrogramas obtidos a partir dos gerados pelas ferramentas ClustalW2 e
alinhamentos das sequéncias referentes ao MAFFT, respectivamente.

gene do composto antioxidante enzimatico

———  i|526117600|ref[NM_001281138. 0.12882

f Uva Vitales
L gil659130925] ref | XM_008467200. 0.14629  ~Mjelzo Cucurbitales
gi|830260274|ref|NM_001309708. 0.09513 " G20 de bico Fabales

_: gi[351725358]ref| NM_001248369. 0.10271 573 Fabales
gi[525507313]ref|NM_001280768. 013627 ~pepino Cucurbitales
4i|340742800|gb|IN108033.1 0.03466 Batata Solanales
{ 0i[159517162|qb| EU123521.1| 0.0209 Tabaco Solanales
0i|350536648|ref|NM_001247840. 018751 Tomate Solanales
———  gi[255565474|ref|XM_002523682. 0.11318 _Mamona Malpighiales
L gi[568860562|refXM_006487937. 0.12873 Laranja Sapindales
0i[/590587817]ref|XM_007016002. 0.13103 ~ Cacau Malvales

Figura 2. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o
alinhamento das sequéncias referentes ao superdxido dismutase Cu-Zn obtido através do

ClustalW?2. Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

0i|525507313]ref|NM_001280768.1] 0.1431 _Pepino Cucurbitales
_|: 4i[830260274|ref[NM_001309708.1] 0.08044 ~_Grdo de bico Fabales

0i|351725358 ref|NM_001248369.1] 0.08919  _Soja Fabales
_|: 4i[340742800| gb|IN108033.1 0.04036 Batata Solanales

0i[159517162|gb|EU123521.1] 0.03001 Tabaco Solanales

il 659130025 ref|XM_008467200.1] 0.1623¢  _Meldo Cucurbitales

i|350536648 |ref| NM_001247840.1] 0,942 _Tomate Solanales

qi[526117600|ref|NM_001261138.1] 0.1567  _Yva Vitales

gi[ 255565474 ref XM _002523682.4| 0.13333 ~ _Mlamona Malpighiales

gi[590587817 ref XM_007016002.4] 0.13033  _Cacau Malvales

gi[568869582]ref[ XM 006467937.1] 0,575 L@rania Sapindales

Figura 3. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao superdxido dismutase Cu-Zn obtido através do MAFFT.

Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

Nas Figuras 4 e 5 sdo apresentados os peroxidase, e que foram gerados pelas
dendrogramas obtidos a partir dos ferramentas Clustalw2 e MAFFT,
alinhamentos das sequéncias para o gene do respectivamente.
composto antioxidante enzimatico
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0i[906847344|ref|NM_001247041.2] 017043 Tomate Solanales
— 01| 255565676 ref{XM_002523782.1] 0.17219 Mamona Malpighiales
gi[731438640|ef XM _002277576.3 01845 v Vitales
gi[568214344 ref|NM_001288112.1 0218% Batata Solanales
T gi167532/gb|M91372.1 CUSPREPERB 0.19833  “paning Cucurbitales
gil661502935ref{NM_001297541.11 019248 Mreldio Cucurbitales
_— Gi17467209/gbIL7B163.1|SOYCUHEA 0701 ~g o Fabales
giS68884201|rf]XM_O0S494741.4| 16153 o Sapindales
————  gil590601017]ref)M_007019518.1] 0.09761 o Malvales
L gi[14031050]gb|AY032675.1] 0.21458 Tabaco Solanales
Gi1S253L377BIref|NM_0D1279207.4| 026404 — =~ = bales

Figura 4. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes a peroxidase obtido através do ClustalW2. Fonte: Clustal W

Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

gi[ 167532|gb|M91372.1] CUSPREPERB 021925 Pepino Cucurbitales
{ 0i[661902935] ref|NM_001297541.1] 0.21698 Mel3o Cucurbitales

0i[17467209|gh|L78163.1|SOYCVHE3A 0.18597  Soja Fabales
{ 41|568884201 ref| XM _006494741.1 0.17767 Laranja Sapindales

0i[ 906847344 ref[NM_001247041.2] 0.25766 Tomate Solanales

0i[ 731438640|ref| XM_002277576.3| 0.24393 Uva Vitales

0i[ 255565676 |ref| XM_002523782.1] 0.23936 Mamona Malpighiales
_: 0i[ 568214344 ref|NM_001288112.1] 0.24509 Batata Solanales

gi[525313778 ref|NM_001279207.1 0.28145 Grdo de bico Fabales

0i[590601017|ref{XM_007019518.1] 0.2632 Cacau Malvales

0i[ 14031050| gb|AY032675.1] 0.24323 Tabaco Solanales

Figura 5. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes a peroxidase obtido através do MAFFT. Fonte: Clustal W

Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

Nas Figuras 6 e 7 sdo apresentados os substancia, os alinhamentos foram gerados
dendrogramas obtidos a partir do pelas ferramentas ClustalW2 e MAFFT.
alinhamento das sequéncias de nucleotideos
para os genes licopeno beta-ciclase e, nas
Figuras 8 e 9, sdo apresentados os
dendrogramas gerados para as sequéncias de

licopeno épsilon-ciclase. Para cada
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e | 778692593 ref| XM_004150713.2] 0.0134 Pepino Cucurbitales
/289655946 |gb| GU457407.1 0.01108 Velio Cucurbitales
i/399158082]gb|1Q319643.1] 0.27066 Uva Vitales
(350530626 ref{NM_001247297.1] -0.00631  Tormate Solanales

_: 0| 365397718]ref|XM_006364371.1] 003359 Batata Solanales
i/ 358507129] gb| KC484706.1 0.06267 Tabaco Solanales
01/828300410]ref|XM 0044933562 0.07402  Graio de bico Fabales

—: 0i|571445387ref| XM _006576725.1] 0.06631  Soja Fabales
01|255581378 ref| XM 0025314521/ 0.09677 _Mamona Malpighiales

———  gi[82394884]gb[DQ235259.1] 0.07106 Laranja Sapindales

L gi[590635143]ref|XM_007028495.1] 0.11382  Cacau Malvales

Figura 6. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o
alinhamento das sequéncias referentes ao composto licopeno beta-ciclase obtido através do

ClustalW?2. Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

I GI7766S2593) XM ODAISTI32| 0076 oL Cucurbitales
gi| 289655046 gb] GU4S7407.1] 0.00726 Melo Cucurbitales
gi|309158082gb]1Q319643.1] 0.28857 Uva Vitales

— gi1590635143]ref{ XN_007028495.1| 011383~ o alvales
gi|82304884/b|DQ235259.1] 0.06889 Laranja Sapindales
gil 255581378 ref|XM 002531452.4] 040411 “Mamona Malpighiales
gi|350539626 ref|NM_001247297.1] -0.00276  Tomate Solanales

— gi[565307718 ref XM 0063643711 0.03004  Batata Solanales
gi| 58507129 gb] KC484706.1] 0.06311 Tabaco Solanales

e  gi|B28300410ref[XM 004493356.2] 008454 Grao de bico Fabales
e gi[571445367)ref{XN_006576725.1] 007373 Soja Fabales

Figura 7. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao licopeno beta-ciclase obtido através do MAFFT.

Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.
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1| 778665613 ref| XM_004141124.2 0.01897
41|659071374|ref| XM_008461267.1 0.01518
4i|44887639|gb|AY533827.1] 0.07375
411399158071 |qb|JQ319637.1] 0.08323
41/806904703 ref| NM_001247408.2] 0.01819
i|565373980]ref| XM_006353482.1 0.01652
4i|325977007|gb|HQ993098.1 0.05031
41/590635143]ref XM _007028495.1| 0.32467
1|828333333ref| XM_004513385.2| 0.07523
i|571476633 ref| XM_003533727.2| 0.07497
4i|255546152]ref| XM_002514090.1| 0.08533

Pepino Cucurbitales
Meldo Cucurbitales
Laranja Sapindales
Uva Vitales
Tomate Solanales
Batata Solanales
Tabaco Solanales
Cacau Malvales
Grdo de bico Fabales
Soja Fabales
Mamona Malpighiales

Figura 8. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao licopeno epsilon-ciclase obtido através do ClustalW2.

Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

—1

il 778665613]ref| XM _004141124.2] 0.01938
41|659071374]ref{ XM 008461267.1] 0.0148
i|828333333 ref| XM_004513385.2| 0.08127
4i|571476633 ref| XM _003533727.2] 0.07912
41|399158071|qb|Q319637.1] 0.08425
4i|44887639|gb|AY533827.1] 0.07821

1| 255546152|ref| XM 002514090.1] 0.11133
/806904703 ref | NM_001247408.2] 0.02027
4i/565373980 ref| XM _006353482.1] 0.01444
4i|325977007|gb|HQ993098.1 0.05615
4i|590635143]ref| XM _007028495.1] 0.36508

Pepino Cucurbitales
Meldo Cucurbitales
Grdo de bico Fabales
Soja Fabales

Uva Vitales
Laranja Sapindales
Mamona Malpighiales
Tomate Solanales
Batata Solanales
Tabaco Solanales
Cacau Malvales

Figura 9. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny, representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao licopeno epsilon-ciclase obtido através do MAFFT. Fonte:

Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

Finalmente, nas Figuras 10 e 11 sao
apresentados os dendrogramas obtidos a
dos alinhamentos das

partir sequéncias

referentes ao composto antioxidante

ascorbato peroxidase e, nas Figuras 12 e 13
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os alinhamentos obtidos para ascorbato
oxidase. Novamente, para cada substancia,
os alinhamentos

foram gerados pelas

ferramentas ClustalW2 e MAFFT.
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4i/479280229|gb| KC839995.1] 0.02277

01| 197916898| gb| EF693949.2] 0.0236
i|351723274|ref|NM_001250856.1 | 0.00674
| 24636597|dbj|AB041343.1 0.07566
i|559004| gb| U15933. 1 |NTU15933 0.07061
0i|526118296|ref|NM_001281059.1 0.14262
01| 590684468] ref|XM_007041800.1] 0.10304
1| 255579976 ref|XM_002530777.1] 0.07574
11828320702 ref|XM_004505733.2] 0.14032
11807201006 ref[NM_001247702.2] 0.11507
0i|568837579)| ref|XM_006472738.1] 0.11943
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Figura 10. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao ascorbato peroxidase obtido através do ClustalW2.

Fonte: Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

—L

—
—

i|479280229| gb| KC839995.1] 0.02454

il 197916898| gb| EF693949.2] 0.02688
i|351723274|ref|NM_001250856.1] 0.09961
0i|24636597|dbj | AB041343.1 0.08331
i|558004|gb| U15933.1|NTU15933 0.08036
i|526118296) ref|NM_001281099.1] 0.14721
i|828320702 ref|XM_004505733.2 0.14724
0| 590684468 ref| XM_007041800.1 0.11886
0| 255579976 ref| XM_002530777.1 0.09756
0i|807201006] ref| NM_001247702.2] 0.12505
0i|568837579) ref|XM_006472738.1 0.11694

Pepino Cucurbitales
Meldao Cucurbitales
Soja Fabales
Batata Solanales
Tabaco Solanales
Uva Vitales
Grdo de bico Fabales
Cacau Malvales
Mamona Malpighiales
Tomate Solanales
Laranja Sapindales

Figura 11. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny representando o

alinhamento das sequéncias referentes as ascorbato peroxidase obtido através do MAFFT. Fonte:

Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.
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0i|809281419]ref|NM_001247900.2] 0.06218
0i| 566572655 gb|KF701478.1] 0.05048

il 731409471 |ref|XM_002269578.3] 0.1827
0| 565404326 ref| XM_006367533.1 0.18283
i| 315466373 |emb| FR750377.1] 0.0773

0| 662033645 ref|NM_001297511.1 0.10074
i| 590590261 |ref| XM_007016622.1 0.12083
i|568832430]ref| XM_006470373.1] 0.11998
0i| 255578673 ref| XM_002530151.1 0.13841
i| 828314495 ref| XM_004501914.2] 0.11924
il 571564611 |ref| XM_003555611.2] 0.11361
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Figura 12. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao ascorbato oxidase obtido através do ClustalW2. Fonte:

Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ acessado em: 05/08/2015.

0i|315466373|emb| FR750377.1] 0.08375
01|662033845]ref|NM_001297511.1] 0.10478
01|809281419 ref|NM_001247900.2] 0.06043
01|566572655|b|KF701478.1] 0.05455

0i| 731409471 |ref| XM _002269578.3] 0.20313
01|565404326ref| XM _006367533.1] 0.2079
0i|590590261 |ref| XM 007016622.1] 0.12774
01| 255578673 ref| XM_002530151.1 0.13509
01/568832430ref| XM _006470373.1] 0.13405
01|828314495]ref| XM _004501914.2] 0.13201
0i|571564611 ref| XM _003555611.2] 0.12479
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Figura 13. Dendrograma gerado a partir da ferramenta ClustalW Phylogeny representando o

alinhamento das sequéncias referentes ao ascorbato oxidase obtido através do MAFFT. Fonte:

Clustal W Phylogeny - http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/ Acesso: 15/08/2015.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que
as sequéncias do gene superodxido dismutase
apresentaram-se predominantemente
coerentes com a classificacdo taxondmica
atualmente existente para as espécies
avaliadas nesta pesquisa. Pode-se notar que
apenas para as espécies de Curcubitaceas

mostraram algum grau de divergéncia, fato
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este que pode ter ocorrido devido a uma das
sequéncias de nucleotideos empregadas ter
sido ‘predita’ pelo banco de dados genémico,
e nao referente aos dados reais sequenciado
da enzima. Resultados  semelhantes
ocorreram para as sequéncias do ascorbato
peroxidase e para o ascorbato oxidase, que

mostraram uma forte coeréncia, porém, com
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algumas poucas divergéncias grosseiras e
pontuais.

Entre as  sequéncias  génicas
analisadas, as que refletiram mais fielmente a
evolugdo das espécies vegetais envolvidas
foram as referentes ao licopeno beta-ciclase
e ao licopeno épsilon-ciclase. Conforme
mencionado na literatura®, as sequéncias
moleculares estao tornando-se cada vez mais
importantes para a inferéncia filogenética e
tém propriedades diferentes, sejam elas
oriundas de sequéncias de proteinas ou,
diretamente, a partir do DNA.

De uma forma contraditéria, as
sequéncias referentes ao gene da peroxidase
foram as que

apresentaram  maior
discrepancia guando comparadas a
classificagdo taxondmica das espécies. Isso
pode ter ocorrido devido a maioria das
sequéncias obtidas serem predicGes a partir
de proteinas e, apesar de estarem
disponiveis nos bancos de dados gendmicos,
ainda aguardam a confirmag¢do através do
sequenciamento dos nucleotideos das
sequéncias naturais.

Embora fosse esperado encontrar
uma maior correspondéncia entre a
classificacdo filogenética e a taxondbmica das
espécies vegetais avaliadas, no que se refere
aos compostos enzimaticos, o que pode-se

observar foi que essa teoria ndo se

confirmou. Enquanto um dos genes
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enzimatico apresentou bastante fidelidade
com a evolucdo taxonomica das espécies
(superoxido dismutase), o outro apresentou
grande discrepancia (peroxidase). Ja para os
genes nao-enzimaticos as correspondéncias
encontradas entre estas classificagdes foram,
de forma geral, maiores do que aquelas
observadas para os genes de compostos

enzimaticos.

CONCLUSAO

Foram analisadas as sequéncias
génicas para as substancias antioxidantes, de
modo a permitir a avaliagdo da semelhanca
entre esses genes encontrados em diferentes
espécies de plantas. Foi possivel realizar a
analise do grau de similaridade das
sequéncias de nucleotideos para cada um
dos respectivos genes, com especial atengdo
as variacOes existentes entre espécies e sua
correspondéncia em relagdo a classificagao
taxondmica consensual. Finalmente, os
resultados obtidos foram confrontados com a
classificacdo filogenética consensual das
espécies, individualmente para cada um dos
genes, indicando um grande potencial para o
emprego sistematico desta abordagem para

os estudos de evolucdo molecular.
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