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Introducao

A morte celular programada (MCP) € um organizado e geneticamente controlado processo de

suicidio celular em resposta a condicoes de estresse (figura 1). A MCP ocorre em todos os eucariotos e €
essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia contra a invasao de patogenos e outros estimulos
externos. Metacaspases sao uma familia de proteinas semelhantes as caspases que estao envolvidas
com a resposta a MCP em animais. Genes metacaspases foram identificados em plantas, fungos e
protozoarios.
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Figura 1. Papel das metacaspases na morte celular programada. Em plantas, metacaspase tipo | regula positivamente a resposta de
hipersensibilidade na morte celular através do NB-LRR ( dominio de ligacao de nucleotideos) que reconhece o agente patogénico no local de
infeccdo. LSD1 regula negativamente a propagacao da morte celular em células adjacentes/vizinhas do sitio de infeccdo, supostamente através da
ligacdo com Metacaspase tipo |, deixando-a inativa no citoplasma. Metacaspase tipo Il regula negativamente a funcao da metacaspase tipo |
através de um mecanismo ainda desconhecido.

Metacaspases em plantas sao classificadas em tipo | e tipo Il, com base na sua estrutura proteica. As
metacaspases do tipo | podem ou nao apresentar um pré-dominio rico em prolina/glutamina e um
motivo dedo de zinco na regiao N-terminal e, necessariamente, possuem um dominio metacaspase na
regiao C-terminal. Metacaspases tipo Il nao possuem o pro-dominio e o motivo dedo de zinco e possuem
uma longa regiao ligante (Linker) entre as subunidades cataliticas do dominio metacaspase ( figura 2).
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Figura 2. Estrutura das Metacaspases. Essas proteases podem ser divididas em 2 classes, tipo | e tipo Il, baseado em sua estrutura. As
metacaspases tipo | podem ou nao apresentar um pré-dominio rico em Prolina e um motivo dedo de zinco (ZnFinger) na regido N-terminal, e
necessariamente possuem um dominio metacaspase na regiao C-terminal. Metacaspases tipo |l ndo possuem o pro-dominio e o motivo dedo de
zinco, mas possuem uma insercao (linker) entre as subunidades cataliticas P20 e P10.

Objetivo

|dentificar, classificar e realizar uma analise filogenética da familia génica Metacaspase em
Viridiplantae, incluindo representantes de espécies monocotiledoneas, dicotiledoneas, musgos,
pteridofitas e algas.

Linker

Metodologia

As sequéncias codificantes das proteinas metacaspases melhor caracterizadas e presentes em
Arabidopsis thaliana foram usadas como iscas para buscas usando a ferramenta BLAST (tBLASTx e
BLASTN) realizadas contra o banco de dados Phytozome (http://www.phytozome.org/). Apds isso, os
dominios proteicos presentes em todos os genes metacaspases foram analisados utilizando o programa
MEME (http://meme.sdsc.edu/meme/). A analise filogenética usando as sequéncias consenso completas
das proteinas metacaspases identificadas foi realizada utilizando o software BEAST v.1.4.7 (30 milhdes de
geracoes) a fim de verificar a relacao filogenética entre os genes identificados.

Apoio

UERGS — Universidade Estadual do Rio Grande do Sul
UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
FAPERGS — Fundacao de Amparo a pesquisa do Rio Grande do Sul
CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico

Resultados e Discussao

As sequéncias putativas identificadas foram analisadas quanto a presenca dos dominios anteriormente
descritos, usando dados do proprio Phytozome. Identificamos ao todo 258 genes pertencentes ao tipo | e
112 genes pertencentes ao tipo Il de metacaspases. Dentro do grupo de metacaspases do tipo |,
identificamos 75 genes que apresentam e 183 genes que nao apresentam o pro-dominio e o motivo dedo de
zinco na extremidade N-terminal. Ao realizarmos a arvore filogenética, observamos que houve a formacao
de dois grupos filogeneticamente distintos contendo as proteinas metacaspases do tipo | e metacaspases
tipo Il, enquanto as sequencias dos organismos mais basais ficaram distribuidas externamente fora dos dois
grandes grupos formados(figura 4).
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Figura 3. Analise da conservacao da sequéncia consenso da familia Metacaspase (dominio ZnFinger). A analise dos 370 genes metacaspase foi
realizada utilizando a plataforma/ferramenta MEME. A altura total em cada pilha indica a sequéncia conservada em cada posicdo. A altura de cada letra é
proporcional a frequéncia relativa correspondente. Os aminoacidos estao coloridos conforme sua propriedade quimica: Azul para a maioria dos residuos
hidrofobicos (A, C, F, I, L, V e M); Verde para polares, sem carga, sem residuo alifatico (N, Q, S e T); Vermelho para residuos positivamente carregados (K e
R); Laranja para glicina (G); Rosa para histidina (H); amarelo para prolina (P) e turquesa para tirosina (Y).
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Figura 4. Analise Bayseana que relaciona os genes Metacaspases tipo | e tipo ll, em Viridiplantae. Os genes do tipo | sdo delimitados pelas setas azuis,
enquanto os genes tipo Il sdo delimitados pelas setas amarelas. Existe alguns genes que ndo pertencem a nenhum desses grupos, estes genes
representam os genes de espécies mais basais.

Consideracoes finais

ldentificamos copias de metacaspases em todos os organismos analisados, variando de uma a 20 copias. E
esses genes apresentam uma grande conservacao em seus dominios.
Podemos concluir também que a diversificacao entre tipo | e tipo Il ocorreu antes da diferenciacao entre
mono e dicotiledoneas pois exemplares desses dois grupos se encontram em todos os clusters da arvore.
Nossa analise demonstrou que os organismos basais apresentam genes pertencentes as classes tipo | sem
/nFinger e tipo Il, indicando talvez que a classe tipo | com ZnFinger teria um carater derivado, sendo o
dominio ZnFinger adquirido ao longo da evolucao da familia Metacaspase (Figura 5).
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Figura 5. Modelo para evolugao das classes da familia Metacaspase em Viridiplantae. Os genes pertencentes a classe tipo i com ZnFinger teriam
surgido a partir de um gene do tipo | sem ZnFinger ou tipo Il, presente em organismos basais, atraves da aquisicdao do dominio ZnFinger
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