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RESUMO

As fitocistatinas englobam uma familia de inibidores de proteases cisteinicas
envolvidos em processos biolégicos como regulagdo da degradacao de proteinas
durante a germinacdo, desenvolvimento da planta e morte celular, além de
respostas a estresses abidticos e bidticos. Com expressao ubiqua, as fitocistatinas
sao classificadas em subfamilias de acordo com seu peso molecular e
especificidade inibitoria. Os genomas e transcriptomas de plantas disponiveis em
nossa era de sequenciamento de alto rendimento permitiram a identificacdo de
genes desta familia em diversas espécies e uma reconstrugao filogenémica a fim de
compreender melhor a evolugdo molecular das cistatinas vegetais. Usando
sequéncias de fitocistatinas dos tipos | e Il, reconstruimos a filogenia da subfamilia
das fitocistatinas. Observamos dois grupos: um com fitocistatinas do tipo | (PhyCys-
) e fitocistatinas do tipo Il (PhyCys-Il) de Viridiplantae que possuem introns em sua
estrutura génica, e outro com PhyCys-| de angiospermas que nao possuem introns.
Nossos resultados sugerem que as PhyCys-I com introns se originaram a partir de
multiplos eventos de perda da porgao carboxi-extendida de PhyCys-Il. As PhyCys-I
sem introns, por sua vez, teriam se originado a partir de um evento de
retroduplicacdo compartilhado por todas as plantas com flores, seguido de uma
duplicagao génica que levou a formagao de dois subgrupos. Dois eventos principais
de duplicagdo génica também foram identificados em PhyCys-ll: um em
gimnospermas e outro em eudicotiledéneas. Apesar da elevada conservagao a nivel
de sequéncia, substituicdes de aminoacidos com caracteristicas quimicas distintas
podem ser identificadas entre as duas formas duplicadas em angiospermas. Nossas
analises nao identificaram nenhum sitio sob selecdo positiva na sequéncia de
PhyCys-II.
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ABSTRACT

Phytocystatins encompass a family of inhibitors of cysteine proteases involved in
biological processes such as regulation of protein turnover during germination,
development and cell death, in addition to responses to abiotic and biotic stresses.
With ubiquitous expression, phytocystatins are classified into subfamilies according
to their molecular weight and inhibitory specificity. Plant genomes and
transcriptomes available in our high-throughput sequencing era enabled the
identification of genes from this subfamily in several species and allowed a
phylogenomic reconstruction to better understand the molecular evolution of plant
cystatins. In the present work, we explored the evolution of the phytocystatin gene
subfamily, with a special focus on bifunctional phytocystatins. Using sequences of
types | and Il phytocystatins, we reconstructed the phylogeny of the phytocystatin
subfamily. We observed two groups: one containing type-l phytocystatins (PhyCys-
I) and type-ll phytocystatins (PhyCys-Il) from Viridiplantae that have introns in their
gene structure, and another with intronless PhyCys-I from angiosperms. Our results
suggest that PhyCys-I with introns originated from multiple events of loss of the
carboxy-extended portion of PhyCys-Il. In turn, intronless PhyCys-l would have
originated from a retroduplication event shared by all flowering plants, followed by
a gene duplication that led to the formation of two subgroups. Two major gene
duplication events were also identified in PhyCys-ll: one in gymnosperms and
another in Eudicots. Despite the high conservation at the sequence level,
substitutions of amino acids with different chemical properties can be identified
between the two duplicated forms in angiosperms. Our analyses could not identify

any sites under positive selection in the sequence of PhyCys-II.

12



1. INTRODUCAO
1.1 BASES MOLECULARES DA EVOLU(;AO

O grande motor da evolugao em nivel molecular é o acumulo de mutagdes
nas sequéncias de DNA ao longo das geragdes. As mudangas nas sequéncias
nucleotidicas ocorrem através de substituicbes, recombinacdes, delecdes,
insercées ou inversdes (Figura 1a). Tais mutagbes sdo a principal fonte de
variabilidade e novidades na evolugao dos organismos ao se propagarem pelas
populagdes e eventualmente se fixarem em uma espécie (NEI; KUMAR, 2000).

As substituicbes podem ser classificadas como transicdes — mudancas
entre purinas (A e G) ou pirimidinas (C e T) — ou transversdes — mudangas entre
uma purina e uma pirimidina (Figura 1b). Quando ocorrem em regides
codificadoras, as substituicdes podem ainda ser classificadas de acordo com seu
efeito na sequéncia de aminoacidos produto da tradugado. Devido a caracteristica
degenerada do codigo genético, um mesmo residuo de aminoacido pode ser
codificado por diferentes codons. Deste modo, uma mutagao que altera o codon
mas nao causa mudanc¢a no aminoacido codificado € dita como sinénima. Por outro
lado, uma mudanga na sequéncia nucleotidica que altere o aminoacido codificado
€ dita como nao-sinbnima. Ainda existe um terceiro tipo considerado como mutagao
conservativa, na qual o aminoacido codificado é diferente, mas mantém as
caracteristicas bioquimicas do aminoacido ancestral.

A extensao, a frequéncia e o efeito das mutagdes dependem da regiao do
DNA em que ela se encontra e das diversas forgas de selegcado nela atuando. De
acordo com a sintese evolutiva moderna, a sele¢cdo natural possui papel
preponderante para moldar a composigao genética de populagdes e o processo de
substituicdo de genes. Dentro de uma perspectiva seletivista do processo evolutivo,
substituicbes de sequéncias génicas sdao uma consequéncia de um processo
adaptativo positivo, no qual um novo alelo predomina em geragdes futuras de uma
populagcdo apenas se ele aumenta a capacidade adaptativa dos organismos.

Polimorfismos, por outro lado, sdo mantidos por selecdo balanceadora, mantidos
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(a)

Substituicao

Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG

ACCTCTTTG CTG
Thr Ser Leu Leu

Insergao

Thr Tyr Leu Leu
ACCTATTTG CTG

¥
ACCTCCTTT GCT G--

Thr Tyr Phe Ala

(b)

Purinas

Delecéao Inversao

Thr Tyr Leu Leu
ACC TATTIG CTG

Pirimidinas

Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG

¥
ACC TCT TGC TG-
Thr Tyr Cys

ACCTIT ATG CTG
Thr Phe Met Leu

FIGURA 1 — Mutagdes a nivel de nucleotideo. (a) Tipos basicos de mutagdes ao nivel de
nucleotideo e seu efeito na sequéncia aminoacidica. (b) Substituicdes nucleotidicas do tipo
transicoes (verde) e transversdes (azul). a e B indicam as taxas de transicoes e
transversdes, respectivamente. Figura adaptada de Nei e Kumar (2000).

quando a coexisténcia de dois ou mais alelos em um locus € vantajoso para o
organismo ou para a populagao (GRAUR; LI, 2000).

Alternativamente, a teoria neutralista da evolugao molecular postula que a
maior parte das mudancas evolutivas no nivel molecular sdo causadas pela fixagao
aleatéria de mutantes seletivamente neutros, ndao gerando consequéncias
adaptativas grandiosas aos organismos. Nessa perspectiva, a maioria das
mudangas evolutivas e muito da variabilidade genética de uma espécie nao sao
causadas nem por selecao positiva de alelos vantajosos, nem pela selecao
balanceadora, mas sim pela deriva genética de alelos mutantes que sao
seletivamente neutros. Assim, substituicbes e polimorfismos sao duas facetas do
mesmo fendmeno, uma vez que loci polimérficos consistem de alelos que estdo a
caminho da fixagcdo ou a caminho da extingdo, ja que o que visualizamos é uma
etapa transiente de um processo dindmico em curso.

A teoria neutralista ndo impede a adaptagdo. De acordo com Kimura
(1983), mudangas ambientais podem atuar contra alelos que anteriormente eram
considerados neutros, tornando-os deletérios e sujeitos a seleg¢do purificadora.

Apos a remogao desses alelos, a populagcdo se tornara mais adaptada a novas
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circunstancias, fazendo com que a evolugdo adaptativa ocorra na auséncia de
selecao positiva.

Ambas teorias concordam que a maioria das novas mutagbes que
emergem sao deletérias e, portanto, sdo removidas rapidamente da populagao
(algumas poucas geragdes) e nao contribuem nem para a taxa de substituicdo nem
para a quantidade de polimorfismos em uma populagdo. As diferengas entre as
teorias sao sobre a proporgao relativa de mutagdes neutras conjuntamente as
mutacdes nao-deletérias. Selecionistas afirmam que poucas mutacdes sao
seletivamente neutras, enquanto neutralistas afirmam que a maioria das mutacgdes
nao-deletérias sdo efetivamente neutras (GRAUR; LI, 2000).

Kimura e Ohta (1974) postularam cinco principios que governam a
evolugdo molecular: (i) para cada proteina, a taxa de evolugao, em termos de
substituicdo de aminoacidos é aproximadamente constante por sitio e por ano para
varias linhagens, desde que a fungcdo e a estrutura terciaria da molécula
permanegam essencialmente inalteradas; (ii) moléculas funcionalmente menos
importantes ou partes de uma molécula evoluem (em termos de substituicoes
mutantes) mais rapido que as mais importantes; (iii) as substituicdes mutantes que
perturbam menos a estrutura e funcdo existentes de uma molécula (substituicdoes
conservativas) ocorrem com maior frequéncia na evolugao que as mais disruptivas;
(iv) duplicacbes génicas devem sempre preceder a emergéncia de um gene tendo
uma nova funcao; (v) a eliminagao seletiva de mutantes deletérios e fixagao aleatoria
de mutantes neutros ou pouco deletérios ocorre com maior frequéncia na evolugao
do que a selegcédo Darwiniana positiva de mutantes garantidamente vantajosos.

Em termos praticos, a principal ferramenta utilizada na detecgdo de
selecdo em dados comparativos de sequéncias homologas € a razdo da taxa de
mutacgdes nao-sinbnimas, dN, e da taxa de mutagdes sinbnimas, dS, (dN/dS = w)
(HUGHES; NEI, 1988). Na auséncia de selegao, substituicdes sinbnimas e nao-
sinbnimas devem ocorrer a uma mesma proporgao, o que resultaria em w = 1. Se
houver selecdo negativa, a taxa de mutagcdes sinGnimas deve superar a de
mutagdes nao-sindbnimas (w < 1), enquanto se houver selegéo positiva a taxa de

mutacgdes ndo-sinbnimas supera a de mutagdes sinbnimas (w > 1).
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1.2 EVOLUCAO EM VIRIDIPLANTAE

Viridiplantae, grupo também conhecido como “plantas verdes”, € um clado
que engloba cerca de 500 mil espécies (LUGHADHA et al., 2016) e engloba uma
enorme diversidade de formas de vida presente nos mais variados ambientes.
Evidéncias fésseis sugerem que o clado tenha pelo menos 750 milhdes de anos,
enquanto que as estimativas de tempo de divergéncia geradas a partir de dados
moleculares sugerem que possa ultrapassar um bilhdo de anos (GITZENDANNER
et al., 2018). Durante esse periodo, diversos mecanismos ecologicos impuseram
pressdes seletivas que impulsionaram a diversidade de inovagbes morfoldgicas,
fisiologicas e de desenvolvimento que permitiram a colonizagdao e exploragao de
novos e emergentes habitats. Assim, a evolugédo das plantas influenciou os
ambientes da Terra e criou uma cascata de diversidade em outras linhagens da
arvore da vida.

A maioria das analises filogenéticas de Viridiplantae indicam que se trata de
um grupo monofilético (Figura 2) que teria se originado de um evento
endossimbionte, no qual uma célula eucaridtica heterotrofica engolfou uma forma
de vida procariota fotossintética, semelhante as atuais cianobactérias. A partir disso,
essas duas formas de vida ficaram estavelmente integradas, o que eventualmente
evoluiu a uma organela envolta por membranas, o cloroplasto (GOULD; WALLER;
MCFADDEN, 2008). Esse evento unico marcou a origem da fotossintese em
eucariotos e a trés linhagens autotréficas com plastidios primarios: as plantas
verdes (Viridiplantae), as algas vermelhas (Rhodophyta) e as algas verde-azuladas
(Glaucophyta). A partir desse ponto inicial, a fotossintese se espalhou amplamente
entre eucariotos através de eventos endossimbiodticos secundarios e terciarios,
resultando em uma complexa historia de aquisicao de plastideos (GOULD;
WALLER; MCFADDEN, 2008; KEELING, 2004, 2010).

Uma divergéncia inicial na evolugéo de Viridiplantae deu origem a duas
linhagens principais, Chlorophyta e Streptophyta. Chlorophyta se diversificou como
plancton nos oceanos (Prasinophytes) e ambientes marinhos costeiros e de agua

doce (core Chlorophyta), e manifesta uma enorme variedade de formas corporais,
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caracteristicas e estratégias ecofisiologicas. Streptophyta evoluiu em agua doce e
habitats terrestres umidos e colonizou o ambiente terrestre ha aproximadamente
476-432 milhdes de anos, dando origem as plantas terrestres. Atualmente, esse
clado engloba algas de agua doce (Carophyta) e as plantas terrestres
(Embryophyta) (MCCOURT; DELWICHE; KAROL, 2004; RUHFEL et al., 2014).

As plantas terrestres podem ser divididas em duas principais linhagens,
bridfitas e traquedfitas. Essas, por sua vez, podem ser divididas em trés linhagens
monofiléticas, sendo Bryophyta (musgos), Marchantiophyta (hepaticas) e
Anthocerotophyta (hornworts), e Lycopodiophyta (licofitas), Monilophytas
(samambaias) e Spermatophyta (plantas com sementes), respectivamente. Dentre
as Spermatophytas, vale destacar as linhagens de gimnospermas e angiospermas,
sendo que esta ultima € o maior clado de plantas terrestres, composto por mais de
370 mil espécies (LUGHADHA et al., 2016).
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FIGURA 2 — Resumo da filogenia de Viridiplantae baseada inferida a partir de 410 familias génicas nucleares
de copia unica 1153 taxons, incluindo 1090 espécies de Viridiplantae. (a) Filograma mostrando os
comprimentos dos ramos internos proporcionais as unidades coalescentes entre eventos de ramificagao.
(b) Relacionamentos entre os principais clados, com a caixa vermelha evidenciando o clado das plantas
com flores (Angiospermas). Figura retidara de Leebens-Mack et al. (2019).
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Os genomas das plantas modernas derivam de processos evolutivos
complexos, envolvendo repetidos episodios de duplicagdo completa do genoma
(whole genome duplication, WGD) e proliferacédo de elementos de transposigao,
levando a uma enorme diferenca de tamanho entre genomas, mesmo de plantas
evolutivamente proximas. Como consequéncia, as plantas possuem uma grande
quantidade de genes duplicados, sendo a expansao de familias génicas um fator
relevante no surgimento de inovagdes importantes (VAN DE PEER et al., 2009;
WENDEL et al., 2016).

Eventos de WGD ocorreram multiplas vezes, especialmente ao longo dos
ultimos 200 milhdes de anos de evolugao das angiospermas (VAN DE PEER;
MAERE; MEYER, 2009). Embora seja um mecanismo extremo de duplicacao génica
que leva ao aumento repentino do tamanho do genoma e no conjunto de genes,
WGD nao é o unico mecanismo que da origem a genes duplicados.

Genes e genomas duplicados podem fornecer “matéria-prima” para a
diversificacao evolutiva e a divergéncia funcional de genes duplicados pode
oferecer vantagens adaptativas a poliploides. Em teoria, a duplicagao génica da
origem a duas copias e permite que uma ou ambas evoluam sob pressao de selegao
reduzida e, em alguns casos, adquiram novas fungdes que contribuam para a
adaptacao (Figura 3). Porém, o destino de genes duplicados € bastante diverso e
imprevisivel. Genes duplicados podem ser pseudogenizados ou perdidos, mantidos
por selecao das fungdes ja existentes ou pela selegado de novas fungdes. (PANCHY;
LEHTI-SHIU; SHIU, 2016; QIAO et al., 2018).

A expansao e diversificagao funcional de familias génicas seguidas de um
evento de poliploidizacdo € um grande fator influenciando a origem e rapida
diversificacdo de linhagens de angiospermas. Diversos autores demonstram
evidéncias de que a retencao de genes apos a duplicagao € enviesada nao apenas
de acordo com a fungao dos genes, mas também com o tempo e modo dos eventos
de duplicagdo (BLANC; WOLFE, 2004; GUO, 2013; SEOIGHE; GEHRING, 2004).
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FIGURA 3 — Mecanismos de duplicacao génica. (a) Duplicacdo completa do genoma (WGD).
(b) Duplicagao em tandem. (c) Duplicacdo mediada por transposon. (d) Duplicagao
segmental. (e) Retroduplicacdo, ou duplicacdo de um gene via transcricao reversa do
mRNA processado. Figura adaptada de Panchy, Lehti-Shiu & Shiu (2016).
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1.3 CISTATINAS

As cistatinas sao inibidores de proteases cisteinicas, fungao que da origem
ao nome cistatina. Elas compdem a superfamilia 125 (MEROPS) e estao amplamente
distribuidas em eucariotos. Os membros desta superfamilia atuam como inibidores
enzimaticos competitivos, coordenando a atividade de proteases do tipo papaina
(familia C1, MEROPS). Algumas cistatinas também possuem atividade inibitoria
contra proteases do tipo legumaina (familia C13, MEROPS) por meio de um
segundo sitio reativo.

As cistatinas compartilham uma conformacao tridimensional conservada
composta de cinco fitas beta antiparalelas sobrepostas a uma alfa-hélice central
(Figura 4). As algas resultantes das estruturas de folhas-pregueadas antiparalelas
contém o dominio cistatina, com atividade inibitoria contra proteases do tipo papaina
e formado por trés motivos conservados: um residuo de glicina (G) na regidao amino-
terminal, um motivo Q—x-V-x-G e um motivo [A,P]I-W presentes nas duas algas
paralelas. A interagdo com o sitio ativo das proteases alvo se da de forma direta e
reversivel, bloqueando temporariamente o acesso ao substrato (BODE et al., 1988).
As cistatinas que também inibem proteases semelhantes a legumaina possuem um
segundo sitio inibitdério conservado, caracterizado pela sequéncia S-N-S—[L,I]. Na
cistatina E/M humana, esse segundo sitio antecede a alfa-hélice, enquanto que nas

cistatinas de plantas estd presente em uma porgédo carboxi-terminal extendida

C-terminal end ——__

_ 15t hairpin loop

_ 2nd hairpin loop __ E
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\ /
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FIGURA 4 — Modelos estruturais da cistatina de arroz. (a) Vistas lateral e frontal da orizacistatina,
evidenciando as folhas beta antiparalelas (azul), a alfa-hélice (em vermelho) e as duas alcas
inibitérias (em verde). (b) Vistas lateral e posterior de um modelo de complexagdo da
orizacistatina com a papaina (cinza claro). Figura retirada de Benchabane et al. (2010)
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(ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 1999; CHRISTOFF et al., 2016; MARTINEZ et al.,
2007).

Desde a primeira caracterizagdo da cistatina na clara do ovo de galinha
(FOSSUM; WHITAKER, 1968), diversos membros da superfamilia foram descritos
em bactérias, oomicetos, virus, animais e plantas. Abe et al. (1987) identificaram a
primeira cistatina vegetal a em sementes de arroz e, desde entdo, os membros
dessa familia de genes foram caracterizados em muitas espécies de plantas
(ABRAHAM et al., 2006; CARDOSO et al., 2015; CHRISTOFF; MARGIS, 2014;
MARTINEZ et al., 2005; PIROVANI et al., 2010; REIS; MARGIS, 2001; SCHNEIDER
et al., 2020; SHIBAO et al., 2021; SUBBURAJ et al., 2017; ZHAO et al., 2014).
Andlises comparativas das caracteristicas estruturais das cistatinas vegetais
identificaram o motivo [L,V,I]-{A,G,T-[R,K,E]-{F,Y]-[A,S]-[V,I]-[E,D,Q,V]-[H,Y,F,Q]-
N na porgao amino-terminal da alfa hélice, que € exclusivo das cistatinas de plantas.
A diversidade intrinseca desses inibidores em plantas e o agrupamento das
cistatinas vegetais em um ramo evolutivo independente das cistatinas e outros
eucariotos levaram ao estabelecimento da familia das fitocistatinas (MARGIS; REIS;
VILLERET, 1998; MARTINEZ; DIAZ, 2008).

1.4 FITOCISTATINAS

As fitocistatinas sao comumente subdivididas em trés tipos de acordo com
seu peso molecular (WANG et al., 2008). O tipo | (PhyCys-I, Figura 5A) caracteriza
inibidores com peso molecular de 12-16 kDa e apenas um dominio inibitorio para
papainas, que compreende a maioria das fitocistatinas. O tipo Il (PhyCys-Il, Figura
5B) tem um peso molecular de aproximadamente 23 kDa. Além do dominio inibitério
para papainas na regiao amino-terminal, eles possuem uma extensdo carboxi-
terminal com o motivo caracteristico para a inibicdo de legumainas. Essa estrutura
carboxi-estendida caracteristica das PhyCys-ll €& exclusiva das plantas. As
fitocistatinas do tipo lll (PhyCys-Ill, Figura5 5C) também s&o conhecidas como
multicistatinas devido a presengca de multiplos dominios cistatina. As proteinas

classificadas como fitocistatinas do tipo Ill ttm mais de 80 kDa e foram descritas em
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FIGURA 5 — Modelos estruturais dos diferentes tipos de fitocistatinas. (a) Fitocistatina do tipo | de
Oryza sativa (1EQK). (b) Fitocistatina do tipo Il de Sesamum indicum (2MZV). (c) Fitocistatina do tipo
Il de Solanum tuberosum (4LZI).

feijao-de-corda (DIOP et al., 2004), tomate (GOULET et al., 2008), cacau (PIROVANI
et al., 2010), girassol (GHOLIZADEH; KOHNEHROUZ, 2011) e batata (GREEN et al.,
2013).

Nas ultimas décadas, avancgos significativos sobre o papel das fitocistatinas
nos processos celulares e fisiologicos das plantas contribuiram para o melhor
entendimento dos seus efeitos in planta. Sabe-se que as fitocistatinas atuam no
controle da protedlise em diversos estagios de desenvolvimento, tais como na
maturagcdo de sementes, germinagao e crescimento de plantulas (SONG et al.,
2017; ZHAO et al., 2014). Algumas fitocistatinas apresentam aumento nos niveis de
expressao em resposta a acido abscisico (ABA), um fitorménio envolvido na
manutencao da dorméncia de sementes e capaz de retardar a germinagao
(HWANG et al., 2009; SONG et al., 2017; SUBBURAJ et al., 2017; ZHAO et al., 2014).
Tal observagado vai de encontro com o papel das fitocistatinas na regulagdo do
turnover proteico através da inibigdo da atividade de proteases cisteinicas.

A protedlise € uma resposta essencial em condigdes de estresses biodticos
e abidticos. A fim de evitar a degradagao desenfreada de proteinas essenciais, é
necessaria a modulagdo da expressdo de inibidores de proteases. Diversos
trabalhos reportam o aumento da expressdao de cistatinas em resposta a seca,
salinidade, estresse oxidativo e estresse térmico (DIOP et al., 2004; MASSONNEAU
et al., 2005; SUBBURAJ et al., 2017; VELASCO-ARROYO et al., 2018). Tan et al.
(2017) reportaram que a superexpressdo da cistatina MpCYS4 da macieira
aumentou a tolerancia de plantas transgénicas a seca, melhorando o fechamento

dos estdmatos e aumentando os niveis transcricionais de genes relacionados a
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resposta a seca e ABA. Resultados semelhantes foram encontrados com a
superexpressao da orizacistatina | (Ocl) de arroz em soja e Arabidopsis, com plantas
transgénicas menos suscetiveis a seca e indugdo da expressao de genes
codificantes para enzimas envolvidas na sintese de estrigolactona (QUAIN et al.,
2014).

Além do papel na resposta a estresses abidticos, as cistatinas também
atuam na inibicao de proteases exdgenas de fitéfagos e patdgenos, contribuindo
para a resposta da planta a ataques e infecgdes (GOULET et al., 2008; LIMA et al.,
2020; PIROVANI et al., 2010; SANTANA et al., 2014; YANG; YEH, 2005). Plantas de
tomate expressando uma cistatina de trigo, TaMDC1, apresentaram elevada
resisténcia contra infecgbes bacterianas (Pseudomonas syringae), fungicas
(Botrytis cinerea e Alternaria alternata) e ataques de insetos herbivoros (besouro-
da-batata, Leptinotarsa decemlineata) (CHRISTOVA et al, 2018). Em trigo, a
expressao de TaMDC1 €& aumentada em resposta a metil-jasmonato e acido
salicilico, sugerindo a atividade dessa cistatina na resposta a estresse bidtico
mediada por tais hormonios vegetais.

Devido ao papel importante das fitocistatinas no desenvolvimento vegetal e
frente a diversos estresses, sua utilizacdo no melhoramento vegetal € uma
possibilidade para o desenvolvimento de plantas mais resistentes. Diversos
trabalhos exploram seus potenciais biotecnologicos, incluindo aplicages
biomédicas e o mutagdes direcionadas para melhorar a performance contra
patogenos (CHRISTOVA et al., 2018; LEGUIZAMON et al., 2019; MELO et al., 2019;
ROBERTS, 2015). Em um trabalho inovador, Santiago et al. (2017) reportaram que
uma cistatina de cana-de-agucar, CaneCPI-5, se liga ao esmalte dentario e confere
protecdo ao reduzir significativamente a erosao inicial do mesmo, abrindo
possibilidades para o uso de uma fitocistatina em formulagdes de cremes dentais.

Trabalhos anteriores com foco nas relagdes evolutivas entre as cistatinas
de diversos organismos fornecem uma compreensao clara de uma origem comum
para as cistatinas presentes em animais, bactérias e plantas (KORDIS; TURK, 2009).
As caracteristicas unicas e a diversidade das fitocistatinas apoiam fortemente a ideia

de evolucao paralela das cistatinas animais e vegetais (MARGIS-PINHEIRO et al.,

23



2008; MARTINEZ; DIAZ, 2008). As fitocistatinas parecem ter experimentado um
longo e continuo processo de diversificagdo, envolvendo duplicagbes e
diversificagbes génicas que levam a diversidade atual de inibidores desta familia.
A disponibilidade de um numero cada vez maior de genomas de plantas
sequenciados permite expandir o conhecimento atual sobre a evolugdo das
fitocistatinas, incluindo muitas linhagens de Viridiplantae pouco exploradas
anteriormente. Devido a distribuicao limitada de multicistatinas entre as espécies de
plantas e sua descricao em outros trabalhos, nos concentramos na origem e
evolugdo de PhyCys-l e PhyCys-Il, buscando revelar uma visdo geral sobre a

diversidade atual de fitocistatinas e os processos evolutivos que levaram a elas.
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2. OBJETIVOS

2.1  OBJETIVO GERAL

Esse trabalho busca contribuir para o entendimento dos processos de emergéncia
e diversificagdo dos membros da subfamilia das fitocistatinas, com enfoque nas

fitocistatinas do tipo Il.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Reconstruir as relacdes filogenéticas entre fitocistatinas do tipo | e |l
pertencentes a Viridiplantae;

2.2.2 Reconstruir as relagdes filogenéticas das fitocistatinas do tipo |l, expandindo
o conjunto de dados ao analisar sequéncias de um maior numero de espécies;
2.2.3 Verificar a ocorréncia de selecao positiva em fitocistatinas do tipo Il e sua

localizagao na cadeia polipeptidica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LEVANTAMENTO EM BANCO DE DADOS

Inicialmente, realizou-se uma busca por sequéncias génicas pertencentes
a subfamilia das fitocistatinas em genomas e transcriptomas de 188 espécies de
Viridiplantae disponiveis em bancos de dados publicos e dados proprios do LGPP
(Apéndices 1 e 2). A busca foi feita por blastp utilizando como isca as sequéncias
proteicas das fitocistatinas de arroz (Ocl a OcXll), cuja caracterizagao e analise do
padrao de expressao ja foram feitos anteriormente (CHRISTOFF; MARGIS, 2014).
Para a busca por sequéncias homologas de fitocistatinas do tipo Il, uma porgao de
58 aminoacidos correspondente ao dominio inibitério para legumainas foi usada
como isca (Apéndice 3). Essa abordagem possibilitou a obtengdo de um maior
numero de sequéncias de espécies pertencentes a clados filogeneticamente
distantes de Oryza sativa, uma vez que o uso da sequéncia completa restringiu os
resultados da busca. Para todas as buscas, um ponto de corte de 10° para o valor
de E foi estabelecido. Além das sequéncias de aminoacidos, foram obtidas as
sequéncias codificantes (CDS) correspondentes ao transcrito primario para o locus
equivalente a sequéncia de amino acidos homodloga e informagdes quanto a
organizagao génica da sequéncia genémica.

As sequéncias resultantes foram filtradas para eliminar sequéncias
redundantes de uma mesma espécie e sequéncias incompletas que nao
possuissem os dominios inibitérios caracteristicos das fitocistatinas, que poderiam
corresponder a pseudogenes. Multicistatinas ndao foram incluidas nas analises por
terem sua distribuigao restrita a poucas espécies e por terem sido caracterizadas

em outros estudos.

3.2 ALINHAMENTO E ANALISE FILOGENETICA
Alinhamentos multiplos de sequéncias foram realizados para dois conjunto
de dados distintos: PhyCys-Il, para compreender as relacdes filogenéticas entre as

fitocistatinas com capacidade inibitéria de dois tipos de proteases; PhyCys-I
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juntamente com a por¢ao amino-terminal das PhyCys-Il, contendo os dominios
inibitérios para proteases do tipo papaina. Esta segunda abordagem busca entender
como ocorreram os processos evolutivos na subfamilia das fitocistatinas como um
todo.

Os alinhamentos foram feitos usando o programa MUSCLE (EDGAR, 2004)
implementado no software MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) de acordo
com as sequéncias de amino acidos, também sendo gerado um alinhamento de
nucleotideos correspondente. Ajustes manuais foram feitos aos alinhamentos para
remover porcdes ricas em gaps, mantendo por¢des importantes para a estrutura
tridimensional ja conhecida das proteinas.

Os modelos de substituicdo de nucleotideos que melhor representam os
conjuntos de dados foram calculados com o programa ModelTest-NG (DARRIBA et
al., 2020). Ferramentas como a utilizada calculam a verossimilhanga de modelos
candidatos, estimam os parametros de um dado alinhamento e geram informacdes
sobre os parametros a serem utilizados para as reconstrugoes filogenéticas.

Para estimar a historia evolutiva da familia, uma abordagem de inferéncia
filogenética bayesiana foi realizada com o programa BEAST 2.6 (BOUCKAERT et
al., 2019), utilizando os parametros definidos no apéndice 4. Este tipo de analise se
fundamenta em informacgdes a priori sobre o conjunto de dados para identificar a
arvore filogenética com maior probabilidade a posteriori dentre as arvores possiveis.
As distribuicbes posteriores dos parametros foram estimadas por meio de
amostragem de Cadeias Markovianas acopladas ao método Monte Carlo (Markov
chain Monte Carlo - MCMC), com duas execugdes independentes para cada
conjunto de dados, as quais foram analisadas quanto a convergéncia e combinadas.
O software Tracer 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018) foi usado para avaliar a
convergéncia das execugbes e certificar que os tamanhos efetivos de amostra
(Effective Sample Sizes - ESS) para todos os parametros foram suficientes (> 200).
As arvores das execucgdes independentes foram combinadas com a ferramenta
LogCombiner, descartando 20% das arvores iniciais, e uma arvore de credibilidade
de clado maxima foi gerada com TreeAnnotator. As filogenias resultantes foram

visualizadas e formatadas usando a ferramenta FigTree 1.4.4 (RAMBAUT, 2014), e
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posteriormente editadas com o software Adobe lllustrator CC 2018 para a

confecgao das figuras.

3.3 CONSERVACAO DE SEQUENCIA

O nivel de conservagao da posicao de um aminoacido na sequéncia de uma
proteina é fortemente dependente da sua importancia funcional ou estrutural. Dessa
forma, analisar o nivel de conservacao dos residuos de aminoacidos que compdem
as sequéncias de PhyCys pode revelar a importancia de posi¢coes especificas. Para
estimar a conservagao ao longo da sequéncia de PhyCys-I e PhyCys-Il foi utilizada
a ferramenta ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016). A partir de um alinhamento de
sequéncias homologas, scores de conservagao sao computados usando algoritmos
de maxima verossimilhangca e empirical Bayes. Os scores de conservagao sao
divididos em uma escala de coloragdo das posicoes mais variaveis as mais
conservadas, cujas cores sao projetadas no alinhamento multiplo de sequéncias e

na estrutura tridimensional da proteina.

3.4 ANALISES DA PRESSAO DE SELECAO POSITIVA EM FITOCISTATINAS DO
TIPO I

Diferentes posicbes da sequéncia de aminoacidos apresentam
frequéncias de mutagdes nao-sinbnimas e sinénimas distintas, cuja razao de
mutacdes nao sinbnimas e sinbnimas é um indicativo de presenca ou nao de
selecdo. Um método para testar por selecao € estimando a razdo de substituicoes
nao-sinbnimas e sindbnimas (dN/dS, ou w). Sob a hipdétese de evolugao neutra, &
esperado que as taxas de mutacdes sinbnimas e nao-sindnimas sejam equivalentes
e, dessa forma, € esperado que w seja igual a 1. Selecao positiva e purificadora sdo
indicadas quando w > 1 e w < 1, respectivamente.

Para determinar a pressao de selegao sobre os genes que codificam para
fitocistatinas do tipo Il, utilizou-se o programa codeml/ do pacote PAML (YANG,
2007), implementado na ferramenta ETE Toolkit (HUERTA-CEPAS; SERRA; BORK,
2016). Essa metodologia utiliza calculos de maxima verossimilhanga para estimar

parametros de modelos de substituicdo de cédons (Tabela 1) utilizando como base
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o alinhamento de nucleotideos de PhyCys-Il e a topologia da arvore obtida com a
analise bayesiana.

Site models (“modelos de sitios”, numa tradugao literal) que permitem que
os valores de w variem entre os codons foram utilizados, além de branch-site
models (“modelos de ramos e sitios”, numa tradugao literal), que permitem que w
varie tanto entre sitios na proteina como entre ramos da arvore e buscam detectar
selecdo positiva afetando alguns sitios em linhagens especificas pré-definidas.

Os valores de verossimilhanga obtidos para cada modelo foram utilizados
para verificar a presenga de selegcao positiva por meio de testes da razdo de
verossimilhanga (likelihood ratio test, LRT = 2(InL: — InLo)). Foram realizadas
comparagbes entre modelos aninhados, isto é, modelos com variaveis
independentes hierarquizadas de acordo com o indicado na Tabela 2. As
comparacoes foram feitas através de teste qui-quadrado considerando um p < 0,05

para rejeicao da hipotese nula.

TABELA 1 - Modelos de codons empregados para o teste de selegao positiva nos sitios. P
indica o numero de parametros livres na distribuicdo w para cada modelo.

Modelo Parametros Descricao
— . w Assume uma taxa w para todos os sitios
one-ratio
M1a Po (P1 =1 - pPo) Assume duas classes de sitios, conservados (wo) e
neutral Wo<1,w =1 neutros (w+), com frequéncias distintas (po € p1)
M2a Assume trés classes de sitios: conservados (wo),

Po, P1 (P2 =1 = po - p1)

positive _ neutros (w+) e positivamente selecionados (w;), com
, wo<1,wi=1w2>1 A L
selection frequéncias distintas (po, p1, p2)
M3 Po, P1(p2=1—-po—p1) Assume uma distribuicao discreta para modelar w
discrete Wo, W1, W2 heterogéneos entre os sitios
M7 Assume uma distribuicao B(p,q) limitada num
B P.q intervalo (0,1)
M8 Po (P1=1-po) Assume uma classe a mais que M7 amostrada da
B&w P, 9, Ws > 1 distribuicao 3, com w constante com frequéncia po
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TABELA 2 — Comparagdes de modelos aninhados para testes de hipétese de selecao
positiva.

Modelo Modelo

alternativo nulo Descrigdo

M3 MO Testa para variabilidade entre os sitios do alinhamento

M2a M1a Testa pa,r.a selecao positiva nos sitios (sujeito a nao detectar
alguns sitios)

M8 M7 Testa para selecao positiva nos sitios e levando em conta a
variagdo em w

bsA bsA1 Tes’_ta para selecado positiva em sitios de um ramo especifico
da filogenia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRESENGCA DE FITOCISTATINAS EM VIRIDIPLANTAE E A FILOGENIA DE
FITOCISTATINAS

A busca por sequéncias de genes da familia das fitocistatinas resultou em
298 fitocistatinas do tipo | pertencentes a 54 espécies das principais linhagens de
plantas. Essas, unidas a 78 sequéncias de fitocistatinas do tipo Il das mesmas
espécies compuseram o conjunto de dados para avaliar a histéria evolutiva da
subfamilia como um todo. Para explorar a evolugao especifica das fitocistatinas do
tipo I, a analise foi expandida para 187 espécies de plantas, resultando em 290
sequéncias.

Os dados evidenciam um numero maior de copias por espécie de
fitocistatinas do tipo | em comparagao com o tipo Il em Viridiplantae, com o tipo |
variando de 0 a 19 e o tipo Il variando de 0 a 4 (Figura 7). Além disso, verificou-se
uma tendéncia para o aumento no numero de copias de genes codificantes para
fitocistatinas em Gimnopermas e Angiospermas. Essa tendéncia ja havia sido
descrita por Martinez e Diaz (2008) e especula-se que esteja correlacionada com o
aumento do numero de cépias das proteases cisteinicas alvo nos genomas das
plantas, embora adaptagcdées envolvendo interagdes planta-patdégeno e plantas-
predadores também possam estar envolvidas.

As buscas realizadas nao permitiram identificar nenhum homdlogo de
cistatina em espécies de algas proximas a Viridiplantae, como Rhodophyta e
Glaucophyta. Quanto aos principais clados de algas pertencentes a Viridiplantae, a
presencga de fitocistatinas tipo | e tipo Il varia de acordo com a classe a que
pertencem. Em Chlorophyta, as espécies pertencentes a Chlamydomonadales
possuem apenas fitocistatinas do tipo |, enquanto Trebuxiophyceae e
Sphaeropleales possuem apenas fitocistatinas do tipo Il. As espécies de
Charophyta, o clado de algas que compartilha um ancestral comum com as plantas
terrestres, apresentam os dois tipos de fitocistatinas (Klebsormidiales e Charales)

ou apenas fitocistatinas do tipo Il (Zygnematales e Spirogloeales). A auséncia de
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Species Type-l Type-ll Total
Arabidopsis thaliana 5 - #
Gossypium hirsutum 19 4 23
Anacardium occidentale 6 7 8
Citrus clementina 10 2 12
Eucalyptus grandis 10 1 1
Malus domestica 10 2 12
Glycine max 15 2 17
Cucurbita pepo 9 2 n
Populus deltoides 6 3 9
Linum usitatissimum : 2 6
Ricinus communis 3 2 5
Vitis vinifera 5 2 7
Kalanchoe fedtschenkoi 10 1 11
Coffea arabica 4 1 10
Solanum tuberosum 10 1 11
Actinidia chinensis 4 2 6
Helianthus annuus 15 2 17
Daucus carota 6 1 7
Sesamum indicum 6 1 7
Amaranthus hypochondriacus 8 1 8
Papaver somniferum 10 2 12
Aquilegia coerulea 7 1 8
Nelumbo nucifera 6 2 8
Oryza sativa 10 1 11
Hordeum vulgare 11 1 12
Ananas comosus 7 1 8
Musa acuminata 7 1 8
Elaeis guineensis 7 2 9
Phoenix dactylifera 2 2 4
Phalaenopsis equestris 3 2 5
Colocasia esculenta 1 1 2
Cinnamomum micranthum 4 2 6
Amborella trichopoda 4 1 5
Pinus taeda 13 2 15
Picea abies 4 2 6
Taxus baccata 3 1 4
Ginkgo biloba 3 2 5
Gnetum montanum 9 2 11
Cycas micholitzii 0 1 1
Salvinia cucullata 3 1 4
Azolla filiculoides 2 1 3
Selaginella moelfendorffii 1 2 3
Marchantia polymorpha 0 2 2
Sphagnum fallax 2 2 4
Physcomitrella patens 2 4 6
Spirogloea muscicola 0 2 2
Mesotaenium endlicherianum 0 2 2
Chara braunii 1 1 2
Klebsormidium nitens 1 1 2
Volvox carteri 1 0 1
Dunaliella salina 1 0 1
Chlamydomonas reinhardii 1 0 1
Coccomyxa subellipsoidea 0 1 1
Porphyra umbilicalis 0 0 0

FIGURA 6 - Cladograma exibindo relagdes de Viridiplantae e o numero correspondente de
fitocistatinas tipo | e tipo Il por espécie. Os ramos estéao coloridos de acordo com o clado
a que as espécies pertencem.
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grupos externos adequados impossibilita uma reconstrucao filogenética enraizada.

A similaridade estrutural entre os dois dominios de fitocistatinas do tipo Il €
uma forte evidéncia de que esta forma carboxi-estendida se originou de uma
duplicacdo em tandem de um unico dominio fitocistatina (MARGIS; REIS; VILLERET,
1998; MARTINEZ; DIAZ, 2008). A partir da analise filogenética da subfamilia,
podemos rastrear esse evento até o ancestral comum mais recente (MRCA, do
inglés most recent common ancestor) de Viridiplantae, uma vez que as fitocistatinas
que possuem uma extensao carboxi-terminal estdo presentes tanto em Chlorophyta
quanto em Carophyta. O agrupamento de fitocistatinas tipo | e tipo || de Coccomyxa
subellipsoidea e Klebsormidium nitens sugere que ambas as formas carboxi-
estendidas se originaram de um unico evento ancestral de duplicagdo em tandem
(Figuras 7 e 8). Nesse sentido, a auséncia de fitocistatinas do tipo Il em
Chlamydomonadales, mas a presenga em Sphaeropleales, pode ser devido a perda
da fitocistatina carboxi-extendida no primeiro clado. Além disso, o agrupamento de
fitocistatinas do tipo | de Charophyta com fitocistatinas tipo Il do mesmo clado e de
Chlorophyta sugere que essas fitocistatinas tipo | podem ter surgido da perda da
porcao carboxi-terminal correspondente ao segundo dominio fitocistatina. O mesmo
padrao é visivel em outros clados, como o ramo bem definido de Monilophyta e
musgos (Funariales e Sphagnales). Nas gimnospermas, poucas sequéncias de
Gingko biloba e Pinus taeda se agrupam fora do clado das gimnospermas, indicando
um possivel processo de diversificagdo dessas sequéncias que as separa de outras
espécies de gimnospermas. E interessante pontuar que genomas de gimnospermas
passaram por processos de expansao.

O numero de copias de fitocistatinas do tipo Il em musgos, hepaticas e
licofitas € igual ou maior do que as fitocistatinas do tipo |. Marchantia polymorpha,
por exemplo, possui apenas fitocistatinas do tipo Il. Em monildfitas, gimnospermas
e angiospermas, o numero de copias das fitocistatinas do tipo | supera o tipo Il. Uma
expansao acentuada da familia de genes é visivel em gimnospermas e
angiospermas, principalmente devido a um aumento no numero de fitocistatinas do
tipo I. Gossypium hirsutum é a espécie com maior numero de coépias de

fitocistatinas, com 19 cdpias de fitocistatinas do tipo | e 4 copias de fitocistatinas do
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FIGURA 7 - Representagdo grafica das relagdes entre sequéncias nucleotidicas de
fitocistatinas resultante de uma reconstrugao filogenética bayesiana nao-enraizada (em
detalhes na figura 3). Analise feita com base em sequéncias completas de fitocistatinas do
tipo | e a regiao amino-terminal de fitocistatinas do tipo Il. Os ramos brancos correspondem
as fitocistatinas do tipo Il. 11 e 12 indicam grupos distintos de fitocistatinas do tipo | sem
introns.
tipo Il, o que pode estar relacionado a sua natureza alotetraploide. Essa expansao
da familia génica nas angiospermas tem sido correlacionada ao aumento do numero
de copias de proteases semelhantes a papaina nas angiospermas (MARTINEZ;
DIAZ, 2008), sugerindo um processo de coevolugao de protease alvo e inibidor.
Conforme descrito anteriormente em caracterizagdes da familia génica em
diferentes espécies (CHRISTOFF; MARGIS, 2014; MARGIS-PINHEIRO et al., 2008),
a organizagao génica dos membros da familia da fitocistatina € bastante conservada,
com poucas variagdes em numero e tamanho de éxons e introns. Na presente

analise demonstra-se que as fitocistatinas do tipo Il quase sempre mantém uma
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organizacao génica composta por quatro éxons e trés introns. Os dois primeiros
éxons geralmente correspondem a porgao amino-terminal contendo o dominio
inibitério para papainas e os dois ultimos correspondem a porgao carboxi-terminal
contendo o dominio inibitorio para legumainas. Ja as fitocistatinas do tipo | podem
ser sem intron (predominantemente presentes em plantas com flores) ou ter dois
ou mais exons, com a estrutura composta de dois éxons 0s mais comuns em
Viridiplantae.

Ao analisar a histdria evolutiva de toda a subfamilia das fitocistatinas,
observa-se a formagao de dois grupos principais: um composto por fitocistatinas
tipo | e tipo Il de espécies de Viridiplantae e outro composto por fitocistatinas tipo |
de angiospermas (Figuras 7 e 8). Uma analise mais detalhada da filogenia revela
que o grupo contendo fitocistatinas do tipo Il também & composto por fitocistatinas
do tipo I, mas somente por aquelas que possui dois ou mais éxons. Em contraste,
0 segundo grupo € composto principalmente de genes de espécies de
angiospermas compostos apenas de um éxon (sem introns), com poucas
sequéncias que possuem um intron e nenhuma que tenha mais de um intron. O
referido grupo de fitocistatinas do tipo | sem introns ainda pode ser subdividido em
dois agrupamentos, |11 e 12 (do inglés, intronless 1 e 2).

Diversas espécies de plantas com flores estdo presentes em ambos os
agrupamentos, como Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Aquilegia coerulea e
Amborella trichopoda. Devido a distribuicao limitada de PhyCys-I sem introns em
Viridiplantae e o agrupamento obtido na filogenia, sugere-se que as PhyCys-l sem
introns tenham se originado no ancestral comum mais recente (MRCA) das plantas
com flores, a partir de um gene ancestral com pelo menos um intron, possivelmente
a partir de um mecanismo de retroduplicagao. A formagao de dois grupos distintos
sugere ainda que, apos a retroduplicagdo, um novo evento de duplicagao deu
origem a duas copias da forma sem introns, uma vez que os clados e espécies
representados em |1 também estdo representados em 12. E possivel que esses
eventos de duplicagao estejam associados ao evento de WGD ¢, datado durante o
Permiano e compartilhado por todas as plantas com flores (CLARK; DONOGHUE,

2018). Posteriormente, essas sequéncias teriam passado por um processo de
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diversificagao e selegao que levou a sua manutencgao nas espécies e a formacgao de
dois grupos distintos na filogenia.

O grupo contendo sequéncias de PhyCys-l e PhyCysll com introns exibe
uma organizagao de sequéncias de acordo com a relagao filogenética das espécies

de plantas, de um modo geral. Algumas sequéncias de espécies de Chlorophyta,
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FIGURA 8 - Reconstrucao filogenética bayesiana ndo-enraizada das relagées da subfamilia
de fitocistatina com base em sequéncias completas do tipo | e a regidao amino-terminal das
fitocistatinas do tipo Il (OTUs em negrito), com base em sequéncias nucleotidicas. O circulo
externo é colorido de acordo com o clado. Os ramos séo coloridos de acordo com 0 numero
de éxons que compde a porgao utilizada do gene como segue: azul, um éxon; preto, dois
éxons; rosa, trés ou mais exons. |1 e 12 indicam grupos distintos de fitocistatinas do tipo |
sem introns.
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gimnospermas e monocotiledéneas ndao agrupam com outras sequéncias do
mesmo clado. Curiosamente, a regido amino-terminal das PhyCys-Il ndo forma um
grupo isolado das demais, como se esperaria se tivessem se originado de um unico
evento de duplicacao e se diversificado desde entdo. Uma vez que sequéncias de
PhyCys-Il se encontram num mesmo grupo que PhyCys-lI de espécies do mesmo
clado, pode ser argumentado que as PhyCys-I com introns tiveram sua origem nas
PhyCys-Il, a partir de eventos de perda da extensao carboxi-terminal ao longo da
evolucao das plantas. Teriam ocorrido pelo menos um evento compartilhado por
angiospermas, um por gimnospermas, um por Lycophytas, além de outros eventos

independentes em espécies de Charophyta.
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FIGURA 9 - Nivel de conservagao de sequéncia das fitocistatinas do tipo I. (a) Fitocistatina do
tipo | de Oryza sativa (1EQK) com residuos coloridos de acordo com o score de
conservacgao em fitocistatinas tipo | (b) Sequéncias logo de fitocistatinas tipo | dos grupos
distintos: fitocistatinas tipo | com introns, clusters sem intron |1 e 12. Os residuos estao
coloridos em cinco grupos: pequenos nao polares (laranja), hidrofébicos (verde), polares
(magenta), carregados negativamente (vermelho) e positivamente (azul)
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FIGURA 10 - Nivel de conservacao de sequéncia das fitocistatinas do tipo Il. (a) Fitocistatina
do tipo Il de Sesamum indicum tipo Il (2MZV) com residuos coloridos de acordo com o
score de conservacao em fitocistatinas do tipo Il. (d) Sequéncia logo de fitocistatinas do
tipo Il em Viridiplantae. Os residuos estao coloridos em cinco grupos: pequenos nao polares
(laranja), hidrofébicos (verde), polares (magenta), carregados negativamente (vermelho) e
positivamente (azul)

Ao analisar a conservagcédo da sequéncia de PhyCys-l e PhyCys-Il, os
residuos que apresentam maior taxa de conservagao estao localizados nos pontos
de contato da alfa-hélice e das folhas beta, essenciais para a manutencao da dobra
protéica caracteristica, e nos sitios reativos envolvidos na inibicdo de proteases
cisteinicas (Figuras 9 e 10). Os residuos localizados na alfa-hélice e nas folhas beta
sao altamente conservados ou exibem substituicbes que nao alteram
significativamente a carga e/ou o tamanho do aminoacido. Curiosamente, o motivo
LARFAVDEHN caracteristico de cistatinas vegetais é altamente conservado em
fitocistatinas tipo | com introns e na regiao amino-terminal de fitocistatinas tipo Il de

plantas com flores, mas nao € mais conservado em fitocistatinas tipo | sem intron.
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4.2 FILOGENIA DE FITOCISTATINAS TIPO Il
A arvore obtida com PhyCys-ll assemelha-se as relagdes evolutivas entre
as espécies de plantas, de algas a angiospermas, com fitocistatinas tipo Il presentes

em muitas clorofitas (Figura 11). Além das sequéncias de duas espécies de

Posterior probability

@ >095
@ 0.85-0.95
) 0.7-0.85

Chlorophyta Liverworts I Lycophyta Bl Gymnosperms B wagnoliids I Basal Eudicots
Carophyta Mosses ] Monilophyta B Amborellales Monocots B cudicots

FIGURA 11 — Reconstrugao filogenética bayesiana de fitocistatinas do tipo Il. Os ramos estao
coloridos de acordo com o clado que as OTUs pertencem (vide legenda). Probabilidades
posteriores (PP) superiores a 0,7 estao indicadas como circulos no ramo correspondente,
preenchidos de acordo com os valores de PP. D1 e D2 indicam as duplicagcdes principais
em eudicotiledoneas; G1 e G2 indicam as duplicagdes principais em gimnospermas.
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Lycophyta que se agrupam com Monilophyta, todas as fitocistatinas do tipo Il se
agrupam com sequéncias dentro do mesmo clado.

Dois eventos de duplicagédo principais foram identificados: um nas
Gimnospermas (G1 e G2) e outro nos Eudicots (D1 e D2). Uma hipotese proposta é
que a duplicagdo em Gimnospermas ocorreu no ancestral comum das Gingkofitas,
Pindfitas e Gnetdfitas, uma vez que espécies desses clados estdo presentes em
ambos os ramos da filogenia. A analise mostra que as sequéncias de Cycas
micholitzii, Taxus baccata, Pinus sylvestris e Pinus taeda estao presentes em apenas
um ramo da filogenia. Isso pode ser um indicador de que uma segunda copia, se
presente nessas espécies, passou por um processo de pseudofuncionalizagao
génica ou perda génica. No entanto, os resultados obtidos podem ser enviesados
pelo uso de dados transcriptdmicos e pela filtragem de sequéncias incompletas, e
por isso nao podemos excluir a possibilidade de que outra copia da fitocistatina tipo
Il esteja presente nos genomas dessas espécies.

O ramo de duplicagao de Eudicots € composto principalmente de espécies
de rosideas, mas também tem sequéncias de duas espécies de Ericales (asterideas)
e Vitales. Pode ser proposto que uma duplicagao pode ter ocorrido no ancestral
comum de rosideas e Vitales, sendo posteriormente perdida em Myrtales e
Cucurbitales. Outro evento de duplicagdo pode ter ocorrido em Ericales e os
processos de diversificagcdo e selegdo atuando nessas proteinas levaram a
convergéncia para similaridades na sequéncia e, possivelmente, na fungao.

Além disso, outros eventos de duplicagcdo de fitocistatinas do tipo |
ocorreram mais recentemente nos niveis de género e espécie e podem estar
associados a duplicacbes completas do genoma (como G. hirsutum, um
alotetraploide) ou rearranjos cromossdmicos (como 0s cromossomos 2 e 7 de
Malus domestica) .

Quando se examina mais de perto as diferengcas nas sequéncias que
formam dois ramos na filogenia das angiospermas, observa-se algumas
substituicbes de aminoacidos que podem impactar a complexagao de cistatinas
com suas proteases alvo ou outras proteinas interatoras (Figura 10). Essas

mudancas impactam a carga das cadeias laterais em posi¢cdes especificas e podem
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FIGURA 12 - Logo de sequéncias de fitocistatinas do tipo Il dos dois ramos de duplicagao de
Eudicots, D1 e D2. Os residuos estao coloridos em cinco grupos: pequenos nao-polares
(laranja), hidrofébicos (verde), polares (magenta), carregados negativamente (vermelho) e
positivamente (azul). As setas indicam residuos com mudancas de carga em ambas as
sequéncias. Na parte inferior, estrutura 3D da fitocistatina Sesamum indicum (2MZV),
indicando a posicao das alteragdes de carga visiveis no alinhamento.

afetar a carga liquida da proteina, como a substituicdo de uma glicina por residuos
eletricamente carregados de acido (Figura 12, seta amarela), um glutamato por uma
lisina (Figura 12, seta vermelha) e uma histidina para uma metionina e isoleucina

(Figura 12, seta rosa).

4.3 ANALISE DE PRESSAO DE SELECAO

A filogenia obtida para as fitocistatinas do tipo Il foi utilizada para os testes
de modelos de selec¢ao positiva e subsequentes testes da razdo de verossimilhanga
(LRTs). Utilizando a filogenia completa das fitocistatinas do tipo Il, a comparacao
entre modelos M3 vs MO indica a existéncia de variabilidade entre as taxas de w

entre os sitios do alinhamento (Tabela 3). Entretanto, as comparagcdes de modelos
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indicam auséncia de selecao positiva: a hipétese nula foi rejeitada no teste M2a vs
M1a, mas nao no teste M8 vs M7. Embora haja significancia estatistica, nenhum sitio
foi identificado pelas analises de NEB e BEB com probabilidades posteriores
superiores a 0,9. Esse resultado sugere que a diferenca estatistica encontrada é
resultante de um falso positivo. Além disso, por conter sequéncias de organismos
evolutivamente muito distantes, desde Chlorophyta até eudicotileddneas, os sinais

de selegao presentes podem ter sido amenizados e nao detectados.

TABELA 3 - Resultados do codeml para a filogenia completa das fitocistatinas do tipo Il.
LnL = log-likelihood; LRT = likelihood ratio test; gl = graus de liberdade; BEB = Bayes

Empirical Bayes.
Sitios sob selegéo
Modelo LnL LRT (gl) p w Estimativas do modelo positiva
(BEB>0,90)

" et 2535,9954 0 o pPo=0,3017; p -On/:‘887 p2= 0,2096 "

_ 4 0=V, y P1=U, 2= U,
B i 6 0,193 10=0.0440; w:=0,1567; w=0,4911 e

_ Po=0,8405; p1=0,15945
M1a 48531,77 0 ' 00 0,284 wo=0,1485: wr=1,0000 n/a

) (2) ’ Po=0,8405; p1=0,0801; p-=0,0793
M2a  -48531,77 0,284 11=0,1485; w:=1,0000; w,=1,0000 n/a
M7 -47843,98 23,3937 o 0,246 ri=§g7932;3.; qu63§;§3 n/a
M8  -47832,28 ) 0,230 Po= 0,9737; (p1=0,0263) n/a

p=0,9236; 9=3,4180; w=1,0000

A fim de reduzir a possivel interferéncia de sequéncias muito distantes, uma
nova filogenia apenas com as sequéncias de fitocistatinas do tipo Il de
eudicotiledéneas foi inferida (Apéndice 7) e utilizada para os testes de selegao
positiva. Similarmente, nenhum sitio sob selecao positiva foi identificado, apesar da
diferenca estatistica entre os modelos M7 e M8 (Tabela 4). Além disso, a busca por
identificacao de sitios sob selegédo positiva no ramo correspondente a duplicagao
em eudicotiledéneas (D2) também nao teve resultados estatisticamente
significativos. Numa outra perspectiva, a elevada conservagao a nivel de sequéncia
pode ser um indicativo de insuficiéncia de variagao para que os métodos estatisticos
empregados tenham poder de deteccao de selegao, uma vez que uma elevada

similaridade aumentaria a estimativa de dN em comparacéo a dS.
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TABELA 4 - Resultados do codeml para a filogenia das fitocistatinas do tipo Il de
eudicotiledéneas. LnL = log-likelihood; LRT = likelihood ratio test; gl = graus de liberdade;
BEB = Bayes Empirical Bayes.

Sitios sob selecéo

Model LnL LRT (gl) p w Model estimates positiva
(BEB>0,90)
Mia  -24024.30 0,281 Po=0,82721 p:=0,17279 nla
A= 0 8;70;3 ’13101 34%16_33 ’00%012315
p=U, p1=U, p2=U,
M2a  -24024.30 0281 46=0,13114 w:=1,0000 wz=1,0000 n/a
M7  -23734.15 g 0236 p=0,61719 q=1,96166 n/a
31,2458 0= 0,94925 (p1=0,05075)
- 07 p , )
M8 -23718.53 0,210 1 _0,85412 q=4,12285 w=1,0000 n/a
bsA  -21916,85 wo=0,11906 (76,8%) n/a
0 .0 w1=1,00000 (11,7%)
@) ’ w2+=1,00000 (10,0%)
bsA1  -21916,85 om=1,00000 (1,5%) n/a

4.4 FILOGENIA DAS FITOCISTATINAS

Diversos mecanismos e eventos levaram a diversidade de fitocistatinas
presentes atualmente. Tomando o conjunto de resultados aqui apresentado, pode-
se sumarizar a evolugao das fitocistatinas em Viridiplanteae conforme representado
na Figura 13. Inicialmente, um gene ancestral semelhante a cistatina presente no
ancestral de Viridiplantae sofreu uma duplicagdo em tandem seguida de um
processo de neofuncionalizagdo, dando origem a uma forma duplicada de cistatina
apenas presente nas plantas e com atividades inibitorias contra proteases dos tipos
papaina e legumaina. Ao longo do processo evolutivo, diversos eventos de
duplicacdo de genes levaram a expansao do numero de coépias por espécie.
Multiplas perdas do segundo dominio de uma fitocistatina carboxi-extendida
levaram a formagao de fitocistatinas de dominio unico com introns. Um processo de
retroduplicacdo seguido de uma nova duplicagao presente no MRCA de plantas
com flores levou a formacao da forma sem intron de fitocistatinas e subsequente

diversificagao.

43



T e

SECOND DOMAIN DELETION l
T

GENE DUPLICATION

INTRON LOSS
IN MRCA OF FLOWERING PLANTS

QG QuY/xG
: 1 1231
papain-like papain-like & &

inhibitory domain inhibitory domain

only present in flowering plants !,

FIGURA 13 - Resumo da histdria evolutiva das fitocistatinas. Uma

exon intron

ANCESTRAL CYSTATIN-LIKE GENE
PRESENT IN THE ANCESTOR TO VIRIDIPLANTAE

unknown inhibitory

activity
TANDEM DUPLICATION
IN CAROPHYTE ANCESTOR
l NEOFUNCTIONALIZATION
T T e R — R

papain-like
inhibitory domain

legumain-like
inhibitory domain

GENE DUPLICATION

SNSL

Q:iixs s ¥ sNsL
' papain-like ' papain-like legumain-like
inhibitory domain inhibitory domain inhibitory domain
1 GENE RADIATION w GENE DUPLICATION

QXVXG S
(_—n—h)n ' D14

QxVxG SNSL

D2 ! :

present in Viridiplantae

duplicacdo em tandem no gene ancestral semelhante a cistatina seguida pela
neofuncionalizagao deu origem as fitocistatinas do tipo Il. As duplicagbes génicas seguidas pela delecao do dominio inibitério do tipo legumaina
originaram as fitocistatinas do tipo I. Fitocistatinas tipo | e tipo Il com introns estao presentes em Viridiplantae. No MRCA de plantas com flores, uma
forma sem intron de fitocistatinas tipo | originou dois grupos de fitocistatinas existentes, |1 e 12.



5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho traz uma abordagem filogendmica para compreender
as relagdes evolutivas de fitocistatinas, ampliando a compreensao dos processo
envolvidos na emergéncia e evolugdo dos membros dessa familia de genes em
Viridiplantae. Através da reconstrucao da filogenia da subfamilia das fitocistatinas,
identificamos diversos eventos de duplicacédo e diversificagdo que levaram a
variedade de fitocistatinas presentes atualmente. Esses resultados servem como
base para futuros estudos funcionais buscando elucidar a manutencao de multiplas
copias de PhyCys-l e PhyCys-Il e seus efeitos fisioldgicos e alvos in planta, através
de mutantes knockout para cada uma das copias e metodologias protedmicas para

a identificacao de alvos especificos para cada inibidor.

45



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABE, K. et al. Molecular cloning of a cysteine proteinase inhibitor of rice
(oryzacystatin). Homology with animal cystatins and transient expression in the
ripening process of rice seeds. The Journal of biological chemistry, [s. |.], v. 262,
n. 35, p. 16793-16797, 1987.

ABRAHAM, Z. et al. Structural and functional diversity within the cystatin gene
family of Hordeum vulgare. Journal of Experimental Botany, [s. |.], v. 57, n. 15, p.
4245-4255, 2006.

ALVAREZ-FERNANDEZ, M. et al. Inhibition of mammalian legumain by some
cystatins is due to a novel second reactive site. Journal of Biological Chemistry,
[s. L], v. 274, n. 27, p. 19195-19203, 1999.

ASHKENAZY, H. et al. ConSurf 2016: an improved methodology to estimate and
visualize evolutionary conservation in macromolecules. Nucleic acids research,
[s. I], v. 44, n. W1, p. W344-W350, 2016.

BENCHABANE, M. et al. Plant cystatins. Biochimie, [s. I.], v. 92, n. 11, p. 1657-
1666, 2010. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2010.06.006>

BLANC, G.; WOLFE, K. H. Functional divergence of duplicated genes formed by
polyploidy during arabidopsis evolution. Plant Cell, [s. |.], v. 16, n. 7, p. 1679-1691,
2004.

BODE, W. et al. The 2.0 A X-ray crystal structure of chicken egg white cystatin and
its possible mode of interaction with cysteine proteinases. The EMBO journal, [s.
L], v. 7, n. 8, p. 2593-2599, 1988.

BOUCKAERT, R. et al. BEAST 2.5: An advanced software platform for Bayesian
evolutionary analysis. PLoS Computational Biology, [s. I.], v. 15, n. 4, p. 1-28,
2019.

CARDOSO, T. H. S. et al. TcCYPRO04, a cacao papain-like cysteine-protease
detected in senescent and necrotic tissues interacts with a cystatin TcCYS4. PLoS
ONE, [s. l.], v. 10, n. 12, p. 1-20, 2015.

CHRISTOFF, A. P. et al. Rice bifunctional phytocystatin is a dual modulator of
legumain and papain-like proteases. Plant Molecular Biology, [s. |.], v. 92, n. 1-2,
p. 193-207, 2016. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1007/s11103-016-0504-5>

CHRISTOFF, A. P.; MARGIS, R. The diversity of rice phytocystatins. Molecular
Genetics and Genomics, [s. |.], p. 1321-1330, 2014.

CHRISTOVA, P. K. et al. The wheat multidomain cystatin TaMDC1 displays
antifungal, antibacterial, and insecticidal activities in planta. Plant Cell Reports, [s.
L], v. 37, n. 6, p. 923-932, 2018.

CHU, M. H. et al. Crystal structure of tarocystatin-papain complex: Implications for
the inhibition property of group-2 phytocystatins. Planta, [s. I.], v. 234, n. 2, p. 243-

46



254, 2011.

CLARK, J. W.; DONOGHUE, P. C. J. Whole-Genome Duplication and Plant
Macroevolution. Trends in Plant Science, [s. I.], v. 23, n. 10, p. 933-945, 2018.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.tplants.2018.07.006>

DARRIBA, Di. et al. ModelTest-NG: A New and Scalable Tool for the Selection of
DNA and Protein Evolutionary Models. Molecular Biology and Evolution, [s. |.], v.
37, n. 1, p. 291-294, 2020.

DIOP, N. N. et al. A multicystatin is induced by drought-stress in cowpea (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) leaves. FEBS Letters, [s. I.], v. 577, n. 3, p. 545-550, 2004.

DRUMMOND, A. J. et al. Relaxed phylogenetics and dating with confidence. PLoS
Biology, [s. I.], v. 4, n. 5, p. 699-710, 2006.

EDGAR, R. C. MUSCLE: Multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Research, [s. I.], v. 32, n. 5, p. 1792-1797, 2004.

FOSSUM, K.; WHITAKER, J. R. Ficin and papain inhibitor from chicken egg white.
Archives of Biochemistry and Biophysics, [s. I.], v. 125, n. 1, p. 367-375, 1968.

GHOLIZADEH, A.; KOHNEHROUZ, B. Functional fusion expression of sunflower
multicystatin in E. coli and its comparison with a single domain cystatinindian
Journal of Biochemistry & Biophysics. [s.I: s.n.].

GITZENDANNER, M. A. et al. Plastome Phylogenetics: 30 Years of Inferences
Into Plant Evolution. 1. ed. [s.l.] : Elsevier Ltd., 2018. v. 85

GOULD, S. B.; WALLER, R. F.; MCFADDEN, G. I. Plastid evolution. Annual Review
of Plant Biology, [s. |.], v. 59, p. 491-517, 2008.

GOULET, M. C. et al. Tailoring the specificity of a plant cystatin toward herbivorous
insect digestive cysteine proteases by single mutations at positively selected
amino acid sites. Plant Physiology, [s. |.], v. 146, n. 3, p. 1010-1019, 2008.

GRAUR, D,; LI, W.-H. Fundamentals of Molecular Evolution. 2nd. ed. [s.|: s.n.].

GREEN, A. R. et al. Characterization of Solanum tuberosum multicystatin and the
significance of core domains. Plant Cell, [s. I.], v. 25, n. 12, p. 5043-5052, 2013.

GUQ, Y. L. Gene family evolution in green plants with emphasis on the origination
and evolution of Arabidopsis thaliana genes. Plant Journal, [s. |.], v. 73, n. 6, p.
941-951, 2013.

HU, Y. J. et al. Resonance assignments and secondary structure of a phytocystatin
from Sesamum indicum. Biomolecular NMR Assignments, [s. l.], v. 9, n. 2, p.
309-311, 2015. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1007/s12104-015-9598-y>

HUERTA-CEPAS, J.; SERRA, F.; BORK, P. ETE 3: Reconstruction, Analysis, and
Visualization of Phylogenomic Data. Molecular Biology and Evolution, [s. ], v.
33, n. 6, p. 1635-1638, 2016.

47



HUGHES, A. I.; NEI, M. Pattern of nucleotide substitution at major histocompatibility
complex class | loci reveals overdominant selection. Nature, [s. |.], v. 335, n. 6186,
p. 167-170, 1988.

HWANG, J. E. et al. Regulation of seed germination and seedling growth by an
Arabidopsis phytocystatin isoform, AtCYS6. Plant Cell Reports, [s. I.], v. 28, n. 11,
p. 1623-1632, 2009.

KEELING, P. J. Diversity and evolutionary history of plastids and their hosts.
American Journal of Botany, [s. I.], v. 91, n. 10, p. 1481-1493, 2004.

KEELING, P. J. The endosymbiotic origin, diversification and fate of plastids.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, [s. |.],
v. 365, n. 1541, p. 729-748, 2010.

KIMURA, M. The neutral theory of molecular evolution. [s.I: s.n.]. v. 241

KIMURA, M.; OTA, T. On some principles governing molecular evolution.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, [s. |.], v. 71, n. 7, p. 2848-2852, 1974.

KORDIS, D.; TURK, V. Phylogenomic analysis of the cystatin superfamily in
eukaryotes and prokaryotes. BMC Evolutionary Biology, [s. I.], v. 9, n. 1, p. 1-22,
20009.

KUMAR, S.; STECHER, G.; TAMURA, K. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Molecular biology and evolution, [s. |.],
v. 33, n. 7, p. 1870-1874, 2016.

LEEBENS-MACK, J. H. et al. One thousand plant transcriptomes and
the phylogenomics of green plants. Nature, [s. I.], v. 574, n. 7780, p. 679-685,
2019.

LEGUIZAMON, N. D. P. et al. In vivo and in vitro anti-inflammatory and pro-
osteogenic effects of citrus cystatin CsinCPI-2. Cytokine, [s. |.], v. 123, 2019.

LIMA, A. M. et al. A new Piper nigrum cysteine proteinase inhibitor, PnCPI, with
antifungal activity: molecular cloning, recombinant expression, functional analyses
and molecular modeling. Planta, [s. |.], v. 252, n. 2, p. 1-15, 2020.

LUGHADHA, E. N. et al. Counting counts: Revised estimates of numbers of
accepted species of flowering plants, seed plants, vascular plants and land plants
with a review of other recent estimates. Phytotaxa, [s. I.], v. 272, n. 1, p. 82-88,
2016.

MARGIS-PINHEIRO, M. et al. Molecular evolution and diversification of plant
cysteine proteinase inhibitors: New insights after the poplar genome. Molecular
Phylogenetics and Evolution, [s. I.], v. 49, n. 1, p. 349-355, 2008. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ympev.2008.04.025>

MARGIS, R.; REIS, E. M.; VILLERET, V. Structural and phylogenetic relationships
among plant and animal cystatins. Archives of Biochemistry and Biophysics, [s.

48



l.], v. 359, n. 1, p. 24-30, 1998.

MARTINEZ, M. et al. The strawberry gene Cyf1 encodes a phytocystatin with
antifungal properties. Journal of Experimental Botany, [s. |.], v. 56, n. 417, p.
1821-1829, 2005.

MARTINEZ, M. et al. Carboxy terminal extended phytocystatins are bifunctional
inhibitors of papain and legumain cysteine proteinases. FEBS Letters, [s. I.], v.
581, n. 16, p. 2914-2918, 2007.

MARTINEZ, M.; DIAZ, . The origin and evolution of plant cystatins and their target
cysteine proteinases indicate a complex functional relationship. BMC Evolutionary
Biology, [s. |.], v. 8, n. 1, p. 1-12, 2008.

MASSONNEAU, A. et al. Maize cystatins respond to developmental cues, cold
stress and drought. Biochimica et Biophysica Acta - Gene Structure and
Expression, [s. l.], v. 1729, n. 3, p. 186-199, 2005.

MCCOURT, R. M.; DELWICHE, C. F.; KAROL, K. G. Charophyte algae and land
plant origins. Trends in Ecology and Evolution, [s. I.], v. 19, n. 12, p. 661-666,
2004.

MELO, I. R. S. et al. CICPI, a cysteine protease inhibitor purified from Cassia
leiandra seeds has antifungal activity against Candida tropicalis by inducing
disruption of the cell surface. International Journal of Biological
Macromolecules, [s. |.], v. 133, p. 1115-1124, 2019.

MONTEIRO JUNIOR, J. E. et al. Expression in Escherichia coli of cysteine protease
inhibitors from cowpea (Vigna unguiculata): The crystal structure of a single-
domain cystatin gives insights on its thermal and pH stability. International
Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 102, p. 29-41, 2017. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.04.008>

MOURA, G. T. De et al. Crystal structure and physicochemical characterization of a
phytocystatin from Humulus lupulus: Insights into its domain-swapped dimer.
Biochimica et Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, [s. |.], v. 1869, n. 1,
2021.

NEI, M.; KUMAR, S. Molecular Evolution and Phylogenetics, 2000.

PANCHY, N.; LEHTI-SHIU, M.; SHIU, S. H. Evolution of gene duplication in plants.
Plant Physiology, [s. |.], v. 171, n. 4, p. 2294-2316, 2016.

PIROVANI, C. P. et al. Theobroma cacao cystatins impair moniliophthora
perniciosa mycelial growth and are involved in postponing cell death symptoms.
Planta, [s. |.], v. 232, n. 6, p. 1485-1497, 2010.

QIAQ, X. et al. Different modes of gene duplication show divergent evolutionary
patterns and contribute differently to the expansion of gene families involved in
important fruit traits in pear (Pyrus bretschneideri). Frontiers in Plant Science, [s.
L], v. 9, n. February, p. 1-16, 2018.

49



QUAIN, M. D. et al. Ectopic phytocystatin expression leads to enhanced drought
stress tolerance in soybean (Glycine max) and Arabidopsis thaliana through effects
on strigolactone pathways and can also result in improved seed traits. Plant
Biotechnology Journal, [s. I.], v. 12, n. 7, p. 903-913, 2014.

RAMBAUT, A. FigTree - a graphical viewer of phylogenetic trees and a
program for producing publication-ready figures. 2014. Disponivel em:
<http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/>.

RAMBAUT, A. et al. Posterior summarization in Bayesian phylogenetics using
Tracer 1.7. Systematic Biology, [s. I.], v. 67, n. 5, p. 901-904, 2018.

REIS, E. M.; MARGIS, R. Sugarcane phytocystatins: Identification, classification and
expression pattern analysis. Genetics and Molecular Biology, [s. |.], v. 24, n. 1-4,
p. 291-296, 2001.

ROBERTS, T. C. microRNA: Basic Science. Cham: Springer International
Publishing, 2015. v. 887 Disponivel em: <http://link.springer.com/10.1007/978-3-
319-22380-3>

RUHFEL, B. R. et al. From algae to angiosperms—inferring the phylogeny of green
plants (Viridiplantae) from 360 plastid genomes. BMC Evolutionary Biology, [s. |.],
v. 14, n. 1, p. 23, 2014. Disponivel em:
<http://bmcevolbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2148-14-23>

SANTANA, L. S. et al. TcCYS4, A cystatin from cocoa, Reduces necrosis triggered
by MpNEP2 in tobacco plants. Genetics and Molecular Research, [s. |.], v. 13, n.
3, p. 7636-7648, 2014.

SANTIAGO, A. C. et al. A New Sugarcane Cystatin Strongly Binds to Dental
Enamel and Reduces Erosion. Journal of Dental Research, [s. |.], v. 96, n. 9, p.
1051-1057, 2017.

SCHNEIDER, V. K. et al. Recombinant expression, characterization and
phylogenetic studies of novels cystatins-like proteins of sweet orange (Citrus
sinensis) and clementine (Citrus clementina). International Journal of Biological
Macromolecules, [s. I.], v. 152, p. 546-553, 2020.

SEOIGHE, C.; GEHRING, C. Genome duplication led to highly selective expansion
of the Arabidopsis thaliana proteome. Trends in Genetics, [s. |.], v. 20, n. 10, p.
461-464, 2004.

SHIBAO, P. Y. T. et al. Sugarcane cystatins: From discovery to biotechnological
applications. International Journal of Biological Macromolecules, [s. |.], v. 167,
p. 676-686, 2021.

SONG, C. et al. The Arabidopsis phytocystatin AtCYS5 enhances seed
germination and seedling growth under heat stress conditions. Molecules and
Cells, [s. I.], v. 40, n. 8, p. 577-586, 2017.

SUBBURAJ, S. et al. Molecular characterization and expression profiling of

50



Brachypodium distachyon L. Cystatin genes reveal high evolutionary conservation
and functional divergence in response to abiotic stress. Frontiers in Plant
Science, [s. |.], v. 8, n. May, 2017.

TAN, Y. et al. Overexpression of MpCYS4, a phytocystatin gene from malus
prunifolia (Willd.) Borkh., enhances stomatal closure to confer drought tolerance in
transgenic arabidopsis and apple. Frontiers in Plant Science, [s. |.], v. 8, 2017.

VALADARES, N. F. et al. X-ray crystallography and NMR studies of domain-
swapped canecystatin-1. FEBS Journal, [s. |.], v. 280, n. 4, p. 1028-1038, 2013.

VAN DE PEER, Y. et al. The flowering world: a tale of duplications. Trends in Plant
Science, [s. ], v. 14, n. 12, p. 680-688, 20009.

VAN DE PEER, Y.; MAERE, S.; MEYER, A. The evolutionary significance of ancient
genome duplications. Nature Reviews Genetics, [s. |.], v. 10, n. 10, p. 725-732,
2009.

VELASCO-ARROQOYO, B. et al. Silencing barley cystatins HvCPI-2 and HvCPI-4
specifically modifies leaf responses to drought stress. Plant Cell and
Environment, [s. I.], v. 41, n. 8, p. 1776-1790, 2018.

WANG, K. M. et al. Characterization of inhibitory mechanism and antifungal activity
between group-1 and group-2 phytocystatins from taro (Colocasia esculenta).
FEBS Journal, [s. |.], v. 275, n. 20, p. 49804989, 2008.

WENDEL, J. F. et al. Evolution of plant genome architecture. Genome Biology, [s.
L], v. 17, n. 1, p. 1-14, 2016. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1186/s13059-
016-0908-1>

YANG, A. H.; YEH, K. W. Molecular cloning, recombinant gene expression, and
antifungal activity of cystatin from taro (Colocasia esculenta cv. Kaosiung no. 1).
Planta, [s. |.], v. 221, n. 4, p. 493-501, 2005.

YANG, Z. PAML 4: Phylogenetic analysis by maximum likelihood. Molecular
Biology and Evolution, [s. |.], v. 24, n. 8, p. 1586-1591, 2007.

ZHAO, P. et al. Comprehensive analysis of cystatin family genes suggests their
putative functions in sexual reproduction, embryogenesis, and seed formation.
Journal of Experimental Botany, [s. |.], v. 65, n. 17, p. 5093-5107, 2014.

51



APENDICES

APENDICE 1 - Bancos de dados utilizados para a busca de sequéncias de fitocistatinas.

Banco de dados Link de acesso

1,000 Plants (1KP) Project https://db.cngb.org/onekp/

Cucurbit Genomics Database http://cucurbitgenomics.org/

(CuGenDB)
Ensembl Plants http://plants.ensembl.org/index.html
FernBase https://fernbase.org/
Kiwifruit Genome Database http://biocinfo.bti.cornell.edu/cgi-bin/kiwi/home.cqi
Klebsormidium Genome Project  http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/
Lotus Base https://lotus.au.dk/
Mulberry(,\Gﬂi?SSr:\D%;Database https://morus.swu.edu.cn/
National Center for
Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
(NCBI)
PhycoCosm https://phycocosm.jgi.doe.gov/phycocosm/home
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
ABHEAITS https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
Plaza Gymnosperms https://bicinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/gymno-plaza/

Solanaceae Genomics Network

. https://sol ics.net
(Sol Genomics) ps://solgenomics.net/
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APENDICE 2 - Relagao das 188 espécies cujas sequéncias de fitocistatinas foram utilizadas neste estudo.
A tabela esta ordenada de acordo com acrdénimo utilizado para cada espécie.

Acrénimo Espécie Familia Ordem Classe Filo Fonte Tipo de dado
Achi Actinidia chinensis Actinidiaceae Ericales Magnoliopsida (Asterideas) Streptophyta Kiwifruit DB Genoma
Acoe Aquilegia coerulea Ranunculaceae Ranunculales Magnoliog::;;)(Eudicots Streptophyta Phytozome Genoma
Acom Ananas comosus Bromeliaceae Poales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma

Afil Azolla filiculoides Salviniaceae Salviniales Polypodiopsida Streptophyta FernBase Genoma
Ahal Arabidopsis halleri Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Ahyp Amaranthus hypochondriacus Amaranthaceae Caryophyllales Magnoliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
Aktr Akebia trifoliata Lardizabalaceae Ranunculales Magnoliot;))assigias)(Eudicots Streptophyta 1KP Transcriptoma
Alin Alyssum linifolium Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Alyr Arabidopsis lyrata Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Aocc Anacardium occidentale Anacardiaceae Sapindales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Aoff Asparagus officinalis Asparagaceae Asparagales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
Arul Araucaria rulei Araucariaceae Araucariales Pinopsida Streptophyta 1KP Transcriptoma
Ashe Apostasia shenzhenica Orchidaceae Asparagales Liliopsida Streptophyta NCBI Genoma
Atau Aegilops tauschii Poaceae Poales Liliopsida Streptophyta Ensembl Plants Genoma
Atha Arabidopsis thaliana Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Atri Amborella trichopoda Amborellaceae Amborellales Magnoliopsida - ANA clade Streptophyta Phytozome Genoma
Bdis Brachypodium distachyon Poaceae Poales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
Bhyb Brachypodium hybridum Poaceae Poales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
Bnap Brassica napus Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Ensembl Plants Genoma
Bole Brassica oleracea capitata Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Brap Brassica rapa Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Bsta Brachypodium stacei Poaceae Poales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
Bstr Boechera stricta Brassicaceae Brassicales Magnoliopsida (Rosideas) Streptophyta Phytozome Genoma
Bsyl Brachypodium sylvaticum Poaceae Poales Liliopsida Streptophyta Phytozome Genoma
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Bvul
Camp
Cang
Cara

Cari

Casi
Cbra
Cbre

Ccaj
Ccap

Ccit

Ccle
Ccus
Cesc

Cglo
Cgra

Chis

Clan

Clon
Cmar
Cmax
Cmel
Cmic
Cmos
Cpap
Cpep

Cqui

Crei
Crub

Beta vulgaris

Caulanthus amplexicaulis
Capsicum annuum glabriusculum
Coffea arabica

Cicer arietinum

Camelia sinensis

Chara braunii

Cylindrocystis brebissonii
Cajanus cajan

Corchorus capsularis
Corymbia citriodora

Citrus clementina
Cylindrocystis cushleckae
Colocasia esculenta
Chaetosphaeridium globosum
Capsella grandiflora

Crambe hispanica

Citrullus lanatus

Curcuma longa

Cakile maritima

Cucurbita maxima

Cucumis melo

Cinnamomum micranthum f. kanehirae
Cucurbita moschata

Carica papaya

Cucurbita pepo subsp. pepo
Chenopodium quinoa
Chlamydomonas reinhardii
Capsella rubella

Amaranthaceae
Brassicaceae
Solanaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Theaceae
Characeae
Mesotaeniaceae
Fabaceae
Malvaceae
Myrtaceae
Rutaceae
Mesotaeniaceae
Araceae
Chlorarachniaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Cucurbitaceae
Zingiberaceae
Brassicaceae
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Lauraceae
Cucurbitaceae
Caricaceae
Cucurbitaceae
Chenopodiaceae
Chlamydomonadaceae
Brassicaceae

Caryophyllales

Brassicales
Solanales
Gentianales
Fabales
Ericales
Charales
Zygnematales
Fabales
Malvales
Myrtales
Sapindales
Zygnematales
Alismatales

Chaetosphaeridiales

Brassicales
Brassicales
Cucurbitales
Zingiberales
Brassicales
Cucurbitales
Cucurbitales
Laurales
Cucurbitales
Brassicales

Cucurbitales

Caryophyllales
Chlamydomonadales

Brassicales

Magnoliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Coleochaetophyceae
Zygnematophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Zygnematophyceae
Liliopsida
Coleochaetophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida - magnoliids
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida
Chlorophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Charophyta
Charophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Charophyta
Streptophyta
Charophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Chlorophyta
Streptophyta

Ensembl Plants

Phytozome
Sol Genomics
Phytozome
Phytozome
NCBI

Ensembl Plants

1KP
NCBI

Ensembl Plants

Phytozome
Phytozome
1KP
NCBI
1KP
Phytozome
Phytozome
CuGenDB
NCBI
Phytozome
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
Phytozome
NCBI

Ensembl Plants

Phytozome
Phytozome
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Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Transcriptoma
Genoma
Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Genoma



Csat
Csin
Csub
Cvio
Cwvul
Cyl
Cymi
Czof
Dcar
Dcat
Doli
Drot
Dsal
Dsop
Dstr
Efim
Egra
Egui
Esal
Esyr
Eun
Even
Eves
Fves
Gbil
Ghir
Gmax

Gmon

Cucumis sativus

Citrus sinensis
Coccomyxa subellipsoidea

Cleome violacea

Chara vulgaris
Cylindrocystis sp.
Cycas micholitzii
Chromochloris zofingiensis
Daucus carota
Dendrobium catenatum
Dichanthelium oligosanthes
Dioscorea rotundata
Dunaliella salina
Descurainia sophioides
Diptychocarpus strictus
Entransia fimbriata
Eucalyptus grandis
Elaeis guineensis
Eutrema salsugineum
Euclidium syriacum
Eugenia uniflora
Ensete ventricosum
Eruca vesicaria
Fragaria vesca

Ginkgo biloba
Gossypium hirsutum
Glycine max

Gnetum montanum

Cucurbitaceae

Rutaceae
Coccomyxaceae

Cleomaceae
Characeae
Mesotaeniaceae
Cycadaceae
Chromochloridaceae
Apiaceae
Orchidaceae
Poaceae
Dioscoreaceae
Dunaliellaceae
Brassicaceae
Dioscoreaceae
Klebsormidiaceae
Myrtaceae
Arecaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Myrtaceae
Musaceae
Brassicaceae
Rosaceae
Ginkgoaceae
Malvaceae
Fabaceae

Gnetaceae

Cucurbitales

Sapindales

Trebouxiophyceae ordo

incertae sedis
Brassicales

Charales
Zygnematales
Cycadales
Sphaeropleales
Apiales
Asparagales
Poales
Dioscoreales
Chlamydomonadales
Brassicales
Dioscoreales
Klebsormidiales
Myrtales
Arecales
Brassicales
Brassicales
Myrtales
Zingiberales
Brassicales
Rosales
Ginkgoales
Malvales
Fabales
Gnetales

Magnoliopsida (Rosideas)

Magnoliopsida (Rosideas)
Trebouxiophyceae

Magnoliopsida (Rosideas)
Coleochaetophyceae
Zygnematophyceae
Cycadopsida
Chlorophyceae
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Liliopsida
Liliopsida
Chlorophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Klebsormidiophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Ginkgoopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Gnetopsida

Streptophyta
Streptophyta

Chlorophyta

Streptophyta
Charophyta
Charophyta

Streptophyta
Chlorophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta
Chlorophyta

Streptophyta

Streptophyta
Charophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta

Phytozome

Phytozome
Phytozome

Phytozome
1KP
1KP
1KP
1KP

Phytozome

NCBI
NCBI

Ensembl Plants

Phytozome
Phytozome
Phytozome
1KP
Phytozome
NCBI
Phytozome

Phytozome

LGPP own data

NCBI
1KP
Phytozome
Plaza Gymno
Phytozome
Phytozome

Plaza Gymno
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Genoma

Genoma
Genoma

Genoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Genoma

Genoma

Genoma

Genoma

Genoma

Genoma

Genoma
Transcriptoma

Genoma

Genoma

Genoma

Genoma
Transcriptoma

Genoma
Transcriptoma

Genoma
Transcriptoma

Genoma

Genoma

Transcriptoma



Grai
Gsoj
Hann
Hvul
Imar
Itin
Kfed
Klax
Knit
Ksub
Lang
Lann
Lesa
Ljap
Lper
Lsat
Lusi
Macu
Mcha
Mdom
Mend
Mesc
Mgut
Mmar
Mneg
Mnot
Mper
Mpol

Gossypium raimondii
Glycine soja

Helianthus annuus
Hordeum vulgare

Iberis amara

Isatis tinctoria
Kalanchoe fedtschenkoi

Kalanchoe laxiflora
Klebsormidium nitens

Klebsormidium subtile
Lupinus angustifolius
Lunaria annua
Lepidium sativum
Lotus japonicus
Leersia perrieri
Lactuca sativa

Linum usitatissimum
Musa acuminata
Momordica charantia

Malus domestica

Mesotaenium endlicherianum

Manihot esculenta
Mimulus guttatus

Malcolmia maritima

Monoraphidium neglectum SAG 48.87

Morus notabilis
Myagrum perfoliatum

Marchantia polymorpha

Malvaceae
Fabaceae
Asteraceae
Poaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Crassulaceae

Crassulaceae
Klebsormidiaceae

Klebsormidiaceae
Fabaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Fabaceae
Poaceae
Asteraceae
Linaceae
Musaceae
Cucurbitaceae
Rosaceae
Mesotaeniaceae
Euphorbiaceae
Scrophulariaceae
Brassicaceae
Selenastraceae
Moraceae
Brassicaceae

Marchantiaceae

Malvales
Fabales
Asterales
Poales
Brassicales
Brassicales
Saxifragales

Saxifragales

Klebsormidiales

Klebsormidiales

Fabales
Brassicales
Brassicales

Fabales

Poales
Asterales
Malpighiales
Zingiberales
Cucurbitales

Rosales

Zygnematales

Malpighiales
Lamiales

Brassicales

Sphaeropleales

Rosales

Brassicales

Marchantiales

Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida

Magnoliopsida
Klebsormidiophyceae

Klebsormidiophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)

Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Zygnematophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Chlorophyceae
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)

Marchantiopsida

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Charophyta

Charophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Charophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Chlorophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome

Phytozome

Klebsormidium
Genoma Project

1KP
Ensembl Plants
NCBI
NCBI
Lotus Base
Ensembl Plants
Phytozome
Phytozome
Phytozome
NCBI
Phytozome
PhycoCosm
Phytozome
Phytozome
Ensembl Plants
NCBI
MorusDB
Phytozome

Phytozome
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Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Genoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Genoma



Msin
Mtru
Natt
Nben

Nnuc

Nole
Ntab
Obar
Obra
Oeur
Oglu
Olae
Omer
Oniv
Opun
Oruf
Osat
Otho
Pabi
Paxi
Pcat
Pdac
Pdel
Pdru
Pequ
Pgla
Phal
Pinf

Miscanthus sinensis
Medicago truncatula
Nicotiana attenuata

Nicotiana benthamiana
Nelumbo nucifera

Neochloris oleoabundans
Nicotiana tabacum

Oryza barthii

Oryza brachyantha

Olea europaea var. sylvestris
Oryza glumipatula
Onychonema laeve
Oryza meridionalis

Oryza nivara

Oryza punctata

Oryza rufipogon

Oryza sativa

Oropetium thomaeum
Picea abies

Petunia axillaris

Psidium cattleyanum
Phoenix dactylifera
Populus deltoides
Phylloglossum drummondii
Phalaenopsis equestris
Picea glauca

Panicum hallii

Petunia inflata

Poaceae
Fabaceae
Solanaceae

Solanaceae
Nelumbonaceae

Neochloridaceae
Solanaceae
Poaceae
Poaceae
Oleaceae
Poaceae
Desmidiaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Pinaceae
Solanaceae
Myrtaceae
Arecaceae
Salicaceae
Lycopodiaceae
Orchidaceae
Pinaceae
Poaceae

Solanaceae

Poales
Fabales
Solanales

Solanales

Proteales

Sphaeropleales

Solanales
Poales
Poales

Lamiales
Poales
Desmidiales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Pinales
Solanales
Myrtales
Arecales
Malpighiales
Lycopodiales
Asparagales
Pinales
Poales

Solanales

Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Asterideas)

Magnoliopsida (Asterideas)

Magnoliopsida (Eudicots
basais)

Chlorophyceae
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Zygnematophyceae
Liliopsida
Liliopsida
Liliopsida
Liliopsida
Liliopsida
Liliopsida
Pinopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Lycopodiopsida
Liliopsida
Pinopsida
Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Streptophyta

Chlorophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Charophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Phytozome
Phytozome
Ensembl Plants

Sol Genomics
NCBI
1KP

Sol Genomics
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Phytozome
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Ensembl Plants
Phytozome
Phytozome
Plaza Gymno
Sol Genomics
LGPP own data
NCBI
Phytozome
1KP
NCBI
Plaza Gymno
Phytozome

Sol Genomics
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Genoma
Genoma
Genoma

Genoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma

Genoma



Pmen
Pmil
Ppat
Pper
Ppin
Psit

Psom

Psyl
Ptae
Ptri
Pvir
Pvul
Rcom
Risl
Rsub
Sacc
Salb
Sbic
Scuc
Sdim
Sfal
Sind
Sita
Slyc
Slyd
Smoe
Smus

Spen

Pseudotsuga menziesii
Panicum miliaceun
Physcomitrella patens
Prunus persica

Pinus pinaster

Picea sitchensis
Papaver somniferum

Pinus sylvestris

Pinus taeda

Populus trichocarpa
Panicum virgatum
Phaseolus vulgaris
Ricinus communis
Rorippa islandica
Raphidocelis subcapitata
Saccharum

Sinapis alba

Sorghum bicolor
Salvinia cucullata
Scenedesmus dimorphus
Sphagnum fallax
Sesamum indicum
Setaria italica

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicoides
Selaginella moellendorffii
Spirogloea muscicola

Solanum pennellii

Pinaceae
Poaceae
Funariaceae
Rosaceae
Pinaceae

Pinaceae
Papaveraceae

Pinaceae
Pinaceae
Salicaceae
Poaceae
Fabaceae
Euphorbiaceae
Brassicaceae
Selenastraceae
Poaceae
Brassicaceae
Poaceae
Salviniaceae
Scenedesmaceae
Sphagnaceae
Pedaliaceae
Poaceae
Solanaceae
Solanaceae
Selaginellaceae
Spirogloeaceae

Solanaceae

Pinales
Poales
Funariales
Rosales
Pinales

Pinales
Ranunculales

Pinales
Pinales
Malpighiales
Poales
Fabales
Malpighiales
Brassicales
Sphaeropleales
Poales
Brassicales
Poales
Salviniales
Sphaeropleales
Sphagnales
Lamiales
Poales
Solanales
Solanales
Lycopodiales
Spirogloeales
Solanales

Pinopsida
Liliopsida
Bryopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Pinopsida
Pinopsida

Magnoliopsida (Eudicots
basais)

Pinopsida
Pinopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Chlorophyceae
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Polypodiopsida
Chlorophyceae
Sphagnophytina
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Lycopodiopsida
Zygnematophyceae
Magnoliopsida (Asterideas)

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta

Streptophyta

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Chlorophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Chlorophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Charophyta

Streptophyta

Plaza Gymno
NCBI
Phytozome
Phytozome
Plaza Gymno

Plaza Gymno
NCBI

Plaza Gymno
Plaza Gymno
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
PhycoCosm
SUCEST
Phytozome
Phytozome
FernBase
1KP
Phytozome
NCBI
Phytozome
Phytozome
Sol Genomics
Phytozome
NCBI
Sol Genomics
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Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma

Transcriptoma

Transcriptoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

ESTs
Genoma
Genoma
Genoma

Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Genoma



Sper
Spim
Spol
Spur
Sspo
Stub
Svir
Taes
Tarv
Tbac
Tcac
Tdic
Tint
Ugib
Vang
Vcar
Vcar
Vrad
Vung
Vvin
Zmar

Zmay
Zygn

Solanum peruvianum
Solanum pimpinellifolium
Spirodela polyrhiza
Salix purpurea
Saccharum spontaneum
Solanum tuberosum
Setaria viridis

Triticum aestivum
Thlaspi arvense

Taxus baccata
Theobroma cacao
Triticum dicoccoides
Thinopyrum intermedium
Utricularia gibba

Vigna angularis

Volvox carteri

Vriesea carinata

Vigna radiata

Vigna unguiculata

Vitis vinifera

Zostera marina

Zea mays

Zygnemopsis sp.

Solanaceae
Solanaceae
Araceae
Salicaceae
Poaceae
Solanaceae
Poaceae
Poaceae
Brassicaceae
Taxaceae
Malvaceae
Poaceae
Poaceae
Lentibulariaceae
Fabaceae
Volvocaceae
Bromeliaceae
Fabaceae
Fabaceae
Vitaceae
Zosteraceae
Poaceae

Zygnemataceae

Solanales
Solanales
Alismatales
Malpighiales
Poales
Solanales
Poales
Poales
Brassicales
Cupressales
Malvales
Poales
Poales
Lamiales
Fabales
Chlamydomonadales
Poales
Fabales
Fabales
Vitales
Alismatales
Poales

Zygnematales

Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Liliopsida
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Pinopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Liliopsida
Magnoliopsida (Asterideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Chlorophyceae
Liliopsida
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Magnoliopsida (Rosideas)
Liliopsida
Liliopsida
Zygnematophyceae

Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Chlorophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Streptophyta
Charophyta

Sol Genomics
Sol Genomics
NCBI
Phytozome
Ensembl Plants
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Plaza Gymno
Phytozome
Ensembl Plants
Phytozome
NCBI
Ensembl Plants
Phytozome
LGPP own data
Ensembl Plants
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
1KP

Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Transcriptoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma
Genoma

Transcriptoma
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APENDICE 3 - Sequéncias aminoacidicas das fitocistatinas presentes em arroz, usadas como
isca para as buscas em bancos de dados.

Ao fim da figura, em roxo e sublinhado, esta indicada a por¢cao de 58 aminoéacidos utilizada
para as buscas de fitocistatinas do tipo ll, correspondente ao dominio inibitério para
proteases do tipo legumaina.

>0sa OCI LOC 0s01g5B8890
MREYRVAGLVAALLVLHSLATPSAQAERAHRAGGEGEEEMS SDGGPVLGGVEPVGNENDLHLVDLARFAVTEHNKKANSLLEFERLVSVEQOVVAGTLYYFTIEVEEG
DARKLYEAKVWEKPWMDFRELOEFKPVDASANA

>0sa OCII_LOC 0s05g41460
MRASSLFAESVFTTSAAAGRRECPRLAAVPVTLFFSTGRGSPAMAREAQOPRGVEVGGIHDAPAGRENDLTTVELARFAVAEHN SEANAMLELERVVEVRQOVVGGE
MHYLTVEVEEPGGANKLYEAKVWERAWENFKQLQDFEPLDDATA

»>0sa OCIII_LOC_0s05g33880
MLERRGFCCCSGAPAARAAATLLILAVAAAAPRAAGFHLGGDESVLVREGMLAATRREQAFAEDAARFAVARYNEKNQGAELEFARIVEARRQVVTGTLEDLMLEVVDSG
KESLYSAKVWVEPWLDFEAVVEFRHVGDSQSQSATAADDNAGOVVEPDTADPTVASRNDLENTENNEVSVVLSTESQTYSV

=0sa_ OCIV_LOC 0s01g68660
MAARCPVGVASVLLLIVLVTVASAASGARSGGGGGEGIRELRGGGAGRRVGGRTEVREDVEGDREVOELGRFSVEEHNRRRRSRDCGDVRLEFGRVVAAQROVVSGLE
YYLRVAARFEGAAGONGGEPRVEDAVVVVEPWLESRTLLTFAPAADSPNES

>0sa_ OCV_LOC_0s01g6é8670
MASKLYYAVAPLVLVLLLLAPLSSARTAAARAADDDGOWPAGGGRGREVGGRTDVEDVEGNREVOELGLECVVEHNRRGGSATRGRGLVESRVVAAQTQVVSGIEYY
LRIAAQFEADDELVFDAVVVVEAWVPSREMVSFVPAAELPGY

>0sa OCVI_LOC 0s03glllso
MAMTTRTLLLAAVCAAAAT.PRGWSPIKNIDDPHIQELGRWAITENNRVSPSDELTFHRVTGGEQQVVSGMNYRLEIEAASGGGDVTIGSYGAVVFEQEWSNTRELISFE
DENHNF

>0sa_0CVII_LOC_0s03gl1170

MTMRTSSLLLAAVAVVAIVAGATAATVGSWEPVDINDPHVQELGRWAVAEEDRGVAAGGLTFERVTDGERQVVAGVNYRLTLEAS SSGAKDGRYEAVVYEQDPRSNA
RELVSFEPIH

>0sa OCVIII LOC 0s03g31510
MARIPLLLALLLAVSAARAAQVGGNRGHGELVGGWSEITDVGEDPHIQELGGWAVERHASLS SDGLRFRRVT SGEQQVVSGMN YRLVVSASDPAGATAS Y VAVVYEQS
WTNTRQLTSFRPAARH

>0sa OCIX LOC 0s03glllel
MRTSSLVLFAAVAVFGAACTAAAGDESWKT IDANDREVQDVALWAVAETDWASATGGLTLNTVDGAEKRFEAGVNY YRLTLEASSRVVARKYLRFQAVVYEEGDEHKL
VSEVPIH

>0sa OCX LOC 0s04g28250
MATSPMLFLVSLLLVLVAAATGDEASPSNAAAPAAPVILVGGRTEIRDVGSNKAVQSLGRFAVAEINRRLEHGGSGGPADPVPVELAFARVVEAQRQVVSGVAYYLEV
AASARDPRGGAAAGGDRVFDAVVVVEAWLKSKELVSFTPASSTK

>0sa OCXI_LOC 0s09g08100
MARHPGLLLILLAAVAAVATTSRAQWVGEWNVIEDVAGNNQIQRVGAWAVGKENQLGTNDRLQFVEVVAAEEQVVQGSNY LVVIDAASSEKKTRELYVAVVADLVGE
TTYQLSSFKLATK

>(0sa OCXII LOC 0s01gle430
MRVAATTRPASSSAAAPLPLFLLLAVAARAAALFIVGSASLAMAGHVLGGAHDAPSAANSVETDALARFAVDEHNKRENALLEFVEVVEARKEQVVAGTLHELTLEAL
EAGREEVYEARVWVEPWLDFKELQEFRNTGDATTFTNADLGARKKGGHEPGWRDVEPVHDPVVEDAADHAVRES TQORSNSLFPYELLE IVRARARVVEDFAKFDI LMKL
KRGNKEEKFRAEVHRENLEGAFVLNOMOOEHDESSSQ
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APENDICE 4 - Parametros utilizados para a inferéncia filogenética bayesiana.

Conjunto de dados Tipo de dado Parametros utilizados
Site model GTR+I+G4
Uncorrelated relaxed lognormal
, Clock model (DRUMMOND et al., gooe)
elzs felzes Tree model Birth-death
Fitocistatinas do tipo | Chain length 10°
+ Sample every 5.000 trees
porgcdo N-terminal de Site model WAG+G4
fitocistatinas do tipo I Clock model Uncorrelated relaxed lognormal
o (DRUMMOND et al., 2006)
Aminoacidos Tree model Birth-death
Chain length 108
Sample every 5.000 trees
Site model GTR+I+G4
Uncorrelated relaxed lognormal
, Clock model (DRUMMOND et al., goos)
hlelzeaes Tree model Birth-death
Chain length 108
o . . Sample every 1.000 trees
Fitocistatinas do tipo Il :
Site model JTT+1+G4
Uncorrelated relaxed lognormal
o Clock model (DRUMMOND et al., goos)
Aminoacidos Tree model Birth-death
Chain length 108
Sample every 1.000 trees
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APENDICE 5 — Alinhamento das fitocistatinas do tipo |, com residuos coloridos de acordo com
a conservagao.

Type-I phytocystatins MSA colored by conservation

0011.\151'._!.\1510026779 GSTNSVEIDE A D HEJQKEN EF G ve K QI
002 Ghir_Gohir.A09G208300.1 DVEKDKAMQA A E HRPJK N KK KF QVVR E K[o}b4
OOSBm_BaanQChIISqOSIGSSI SP-DDPQAIG A D HPJKDTN KF R VD Y T [oln4
004 Afil Azfi s0704.g082661 DAQSNEKELQK A T YEISQKG KY KLVsS E QR
005 scuc_sacu_vl.1_:0001.9000350 LSAQDPGLQA A D YRUIITEG TE R Is Q QA
006 Cpep XM 023664468.1 NI-DDPKIQS A N HRIK R A K HF K Is E M[o}nd
007 Ghir_Gohir.D01G221400.1 NI-KDPHVTE A D HEITQLK KL E VK E T [*RY
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256 Hvul_HORVU2Hr1G124720 GWEPIGNI-NEKHIQELGSWEAVLEF LEFNRVV S
257 Rcom_30183_m001284 GRIQVRDVEKSNEAVQELGREEVEEF LMFSEVVA
258 cara_evm.model.Scaffold _396.1 GARERIEDVKSNEEVQELGEY[IVSEY ITFESVVER
259 Ptae PITA_ 000089688432 GIRNIEDVEENKEIQD N - - F SFE RV VK]
260 Atri_evm 27_model_scaffold00055_79 GYQQVQA--NEIEIQD NV LA v S FIsVVE]
261 Acoe_AqcoedG276700 GWERPIEDI-KDPHVQELGEFEIVSEH LEFDQVVRE
262 Hann_HanXRQChr16g0516541 NWLETIASP-DDPVVIE FFNVEEH EFVDVTEK/
263 Psom XM 026536095 GVRDCNSSENSLETES INVDEH EFGRVLK 2
264 Ghir_Gohir.RA06G153800.1 GGWTPIKDI-KDPHVMEIAEFEAVDE Y ILQKVVES
265 cara_ evm.model.Scaffold 521.176 DAFRALD--PNDPLVVTIAKFRIVEEN IQFATVLKA
266 Gmon_TnS000277535t10 GGRVDIEBDFQEDKTVQDLAKEINVQE Y LVYQRVVE.
267 Psom XM 026526825 GGRTEIRDVETNQVVQD xFjv T o ¥ TFREVVEKA
268 Ptae PITA 000038429459 G@GIRDVEDVEHKKDIQD FIlvNE ¥ ILFSEKVYVK,I
ZSSK:Eed_KaladpDGGEBDDZS G T DL GGENSVETIESL F Py QEH 2T P RVVEK
270 Vear_Vocar_0049s0008 GAVVEA-DV-DNPAIRDAADYMTRTA LELLEILS
271 Tbac TBA00005436 GGERARENQENSLEIEEL Efvposn LSFEGRVVEA
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171 Lusi Lus10039104
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174 Dsal_Dusal 1122500002 1
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177 Macu_GSMUA_Achr11T10350
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219 Pdac_XM 008790344
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223 Cara_evm.model.Scaffold 1805.172
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238 Gmon_Tns000131125t01
239 Hann_HanXRQChr06g0183231
240 Pdel_Podel 016237100
241 Rhyp AH005705
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244 Osat_LOC_0s03g11170

245 Cmic RWR79917

246 Nnuc XM 010258218.2

247 Egui_XM 019846279.2

248 Accc_Anaoc _0007s51626_1
249 chir Gohir.A03G095800.1
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005 Scuc_Sacu_vl.1_s0001.g000350 v M NG K WVERA ENFKS EG EE I
006 Cpep XM 023664468.1 v N E G -B----F-----F--H---
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008 Ptae PITA 000028582330 v M DG K WVEP EKFRQ QE KPPV
010 Hann HanXRQChr01g0008051 v M DAGZ KMWVKPWMNFKQLQEIRVSD
011 Aocc_Anaoc_0005s0910 1 v v EG KfMWVvEPGCNSRSCRSEILNML
012 Lusi_Lus10034773 1 N DA vidwvirevserRRLM-H-1cC
013 MM_M'DO'?G1042400 v M DG K WVEP EHFKQ QE K v
014 Osat LOC Os01g68660 v K EE v VVEP LESRT LT A A
015 mml_HOm(HriEﬂEQidD v N NT [} YEGA 8 SARK v s D I
016 Rhi.l‘__kflﬂﬂiB!_ﬂDGﬂ v L s 6 Py T YQPP GGAKT DK B v
017 OSiC_IOC_DSﬂaqlllBU v N 5 6 v FEQE SNTREK Is D N
ois ahir_eohir.noss:loﬁioo.i v M DG K WDEKPF MNFEKE QD K I
019 Ccle_Ciclev10017209m v N DG VMWERPWEHFKSLTSIREF
020 E!lit_Gohiz.DDZGllSlDD.l v K EN v VVEFP LHSKE L H s s
021 ﬂgx‘a_!\:\cgz_ﬂﬂSSZS v N DG L WDEKP EHSRR s s K v
022 Edﬂc_m_005194126 v K D@ i VVEKP LEKSRS Ls A s
023 osat_LOC_0s04g28250 v a AR VEAVVEAWLEKSKELVSfdTrea
024 Ebil_GBIDDDZQOJl v M G T K LVEP ENFEKQ vD K v
025 PEDm_m_DZESESEIT v K E li v VVQaAa IPSNE Is N F
026 MDG_AqCOelEZ'?TSOD v N K @ VRMYERP GENKT TS K Qo
027 Acom_Aco017354 v K DG VNVVEPWLPSRTLISEGEA
028 CCle_CiclEvlﬂGlESBSm v L NT KE§sS VK S NNFEKQ WE K v
028 Acoe_AqcoelG252700 v K QN VEAVVEPWDQSKELVQRIsSFEY
030 Macu_GSMUA AchrUn_randomT14080 v N NE VIWEREWENFRELISHRRN
031 Gmon_TnsS000131125t02 v v DE RMWTRPWODFERLE ¥YARP V
032 Gmax_Glyma_11G064200 v N NG PMLERPWLEFRNDLTSHKPE L
033 m_leGIOOGUUO I N DS IBMFEDL SRTTK E S v vig
034 Sind_m_01103213942 v M| EG KWV EKP MNFKE QE K =
035 ﬂgx‘a_Eucgz_AﬂZlBT v L DA KWV EKP MNFKQ QE K A
036 Atri_evm_27_model_scaffold00214_3 |4 N EE IWERPWLKFMNLT SIER V
037 Esbm_XH_DZESQSOBT v K T 8 VRAVVEP IRSKYV LN A 8
038 CCle_CiCleV].OOUzGaZII v N DG VW KEP EHFKS T SEIK M
039 Vvin_VIT_20550029900370 v K oN VEAVVEPWLPSKEQLLHfsES
040 Edel_?odel_ﬂZGZGUEDD v K TQ VBAVVE P LRSKE LABIE 8
041 ccle_ciclevloaiaﬁom v L DT KpsC - - - ~-QAKE K REIR A
042 Ptae PITA 000035584414 v W D& EFMWMEAWENFRQLLDdEE V
043 Ghir_Gohir.D06G160600.1 v N NG VAW ERSWLNFRNLT ST LV
044 mgni_m__m.suss:l.s.z v I DG KWV EKFP MEKFRELOQERIT L
045 Cpep XM 023664469.1 v N E G L= = = -~ - ~'= -~ == = =
046 nchi_Actinidiazos!ﬁ.tl. v K R D @G VRAVVEKP AHSKEDLLDNPEN 8
047 Cara_e‘m,maﬂal_Suffuld_ZiS.S!'l v v DA KRYW VK P MNFKEKLEERIR |
048 Ehir_Gohir.D025013300.1 v K QG VELVEKP VQSKD L L NEas s
049 Hvul HORVUlHrl1G067980 v M| E G EMWEEKA ENFKQ o QERFK A
050 Hann HanXRQChr04g0096501 v N DR LEWDRPWLRFRERLVSfIRG RN
051 Dcar_Dm_ﬂﬂZZZS v N DM TNFDQP THTRN 7 TS K M
052 R::DII_Z'IETA_mDOOZZS v N aa VREAWEK P EKFRELTS K v
053 ﬂlir_@hit.ﬂﬂﬁﬁls!ooo.l v N DG VAAWEKRA LEFRN TS 1 v
054 Mdom MD05G1358700 v N NE FMYDRAWEHHKELVYJHRS
055 Pdel Podel 06G016300 v N K G VEAYERPWENLERLT SfjorR F
056 Bnax_Glyma_ﬂsGaloSDD v N N G ! TRYLEK P LEHFRNLTS K L
057 Equi_XM 010933246.3 v I DG EMWVEPWMEKFKELQERS- - -
058 Eg’rﬂ_E\quI‘_BO3"62 v M D G EKESW VK P MNFEKESLQE K v
059 Q‘Aiz_ﬂohi.z.DﬂSGZUlSDD.l v K EN VRJLIKP KEEDKELTIS s I
060 CCle_CiclEVlﬂGUBSUEm v N DG T VRAWENA KQIKKLTS B L
061 EtiQ_PITA_DUDOSESBSSGS v R D@ EFSW VEA ENFEQLFD K A
062 Dcar_DCAR_031843 v M DA KNWVEPWLNFERELQE[JREA
063 Stub_PGSC0003DMT400069145 v I DA KMWVEVHENFEEKVVERIRL VG
064 Cpep XM 023687730.1 v L D KWV EKP MNFEQLQE K =
065 ESDII_XH_DZESBIQTS v Q EN VMLVEKRA EPANR ISEaAN s
066 Gmon_TnsS001038981t03 v M D8 KPdW VK SWONFRRLEDfIS PV
067 E.Eom_m_ﬂZﬂSBiEBﬁ v Q QN VRAVVERA EPSNS V SRAD s
068 Hn'ﬂe_m_010244853A1 v N QH VRJAVEP LPSKQLLARSES ~
069 Cl:le_CiCleV].UGUESE!m v K T G IMVIEKP LESKELLEKRJA s
070 Osat LOC _0s01g58830 v L E G KW EK P MDFKE Q ERIK v
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072mc_ﬂm75071 v M EA EMWVEKP ENFKE QERIK v
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075 Hann_HanXRQChr17g0559581 v N DHE Lzzqr'qnvnxlvs F p. a4
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Hvul_HORVU7Hr1G081260
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Vvin VIT 200s50187g00120
Smoe_19455
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Hann_HanXRQChrllg0344531
cele Ciclevi0004025m
Ptae_PITA_ 000021635411
Cara_evm.model.Scaffold _551.46
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pabi_MA 9875200g0010

Vvin VIT 20650009g02230
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Ahyp_AHO006515
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Gmon_TnS000729105t06

Kfed Kaladp0060s50418
Equi_XM 029265818.1

Aocc Anaoc 001650821 1
Osat_1OC_0s01g68670

Psom XM 026526824

Pabi MR 1043395190030

Mdom MD0S5@1358900
Ghir_Gohir .D03G201800.1
Achi_Actinidial6364.t1
ARhyp_ AH013319

Egra_ Eucgr A02184

Ahyp AH008572
Ptae PITA 000075197375
Ptae PITA 000024373951 mod
Stub_ PGSC0003DMT400034557
Scuc_Sacu vi1.1 s0138.g022534
Psom_XM 026526823
Osat_LOC_0s05g33880
Gmon_TnsS000147417t01
Cara_evm.model.Scaffold 577.56
Dear_DCAR_004907
Scue_sacu vi1.1l s0033.g011021
Psom_XM_026602685

Kfed Kaladp0081s0039
Gmax_Glyma 13G071800

Cmic RWR76069

Hvul HORVU2HrlG067330
Acom_Aco000064

Kfed Kaladp0064s0065
Macu_GSMUA_AchrilT20100
Ahyp_ AH021448
Acoe_Aqcoe5G136000
Cara_evm.model.Scaffold 539.650
Stub_PGSC0003DMT400092209
Hann_HanXRQChr09g0273691

Atha_AT2G40880_:
Pequ_XM 020733958
Macu_GSMUA_Achr4T13950
Hvul HORVU1Hr1G067870
Crei_04_g225650_t1_2
Aoccc_Anaoc_0010s0543_1
Pdel_Podel 06G033600
Cara_evm.model.Scaffold 507.45
Gbil_GBI0002419%
Acom_Aco020743

Egui_XM 010928371.3
Hann_HanXRQChr13g0420981
Gmax_Glyma_18G003700
Cpep_XI{_023680405.1
Mdom MD03G1148300

Stub PGSC0003DMT400046191
Nnue XM _018197176.1
Ahyp_AH014908

Ghir_ Gohir.D06G160700.1
Gmax_Glyma_04G096400
Hann_HanXRQChr04g0096481
Ptae PITA 000074704573
Egra_Eucgr E03921
Achi_Actinidialé365.t1
Egra_Eucgr_J00666
Lusi_Lus10041257
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Ptac PITA 000048208498
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266 Gmon_TnsS000277535t10 Y@ M vEDS a ENFR
267 Psom XM 026526825 FLREVSATIQN A QPBSK
268 Ptae PITA_ 000038429459 FLTIKTEKDG A AKFEK
269 Kfed Kaladp066650023 YLTLEAMDT a MNFE
270 Vcar_Vocar_0049s0008 EMELLEDEEK 3 TGO
271 Tbac_ TBAO0005436 HLTIEAKQT A NFEK
272 Gmax_Glyma 15G115300 RLVLEAKDG A EFM
273 ghir_Gohir.a05G208200.1 ILTIEGHMEN s GDEK
274 Tbac TBAO0017565 YLTMEVEKEK a KOM
275 Cpep_XM 023686782.1 HLTLEVYDA A NFEK
276 Gmax Glyma 07G266000 RLSLTASD - A HYR
277 Atha_AT5G47550_1 RLEVAANDG A KFR
278 Pequ_XM 020718077 RLIVEARGGG A KFR
279 Sind XM 011071778.2 HLTLEAYDG A NFEK
280 Hann HanXRQChrllg0344521 YMEKIELTKS s RSEK
281 Hvul HORVU2Hr1G124660 ELIIDVTHF A KKR
282 Tbac_TBA00005316 YLTLAVMDG A NFEK
283 Macu_GSMUA_Achr3T29820 RLVLSABSDG A KFR
284 Atri_evm 27 model scaffold00087_28 YLLIEAKDG A HSEK
285 Hann HanXRQChr04g0096491 NLTIMARADEG A KFR
286 Nnuc XM 0102461342 HLTLEVIERA a NFEK
287 Acoe_AqeoedG277100 RLVIARKRD A NEKEK
288 Atha AT4G16500_1 DLEKIAAKDG E ESK
289 Stub_PGSCO003DMT400097644 RLVIEAKDG A KSEK
290 Egra_Eucgr_LO0642 YLRIEGMQR s RSK
291 Cpep XM 023658118.1 YLRILGSERN s RSK
292 Macu GSMUA_Achr5T25320 YLQVVAVEG A s SR
293 Osat_LOC_0s03g31510 RLVVSASDEP ES NTR
294 Equi_XM 019852036.2 HLTLEVMEA A KFEK
295 Gmax Glyma 056149800 YMRISATQG s RS K
296 Hann HanXROChr02g0058381 YLRIEITEKG A HSK

C RIS |

Variable Average Conserved

- Insufficient data - the calculation for this site was performed on less than 10% of the sequences.
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APENDICE 6 — Alinhamento das fitocistatinas do tipo Il, com residuos coloridos de acordo
com a conservagao.

Type-II phytocystatins MSA colored by conservation

001 Eves Eruve_0015s0017
002 Cmax _xM 023111212

003 Atha AT5G05110_1

004 Vear Locus 644 Transcript 10 14
005 Tcac Thecc 106138800

006 Ppin PPI00045831

007 Equi_XM 010910725

008 Afil_s0149_g053144

009 Pvul_Phvul 0116196600

010 Cvio_Clevi_ 001650139

011 Tdie TRIDC3AG025860_MOD
012 Drot_Dr09110

013 Vang KOM28344

014 Spol_Spipo3G0066400

015 Alin Alyli 055650004

016 Pvir Pavir_ S5NG183500

017 Nnue_XM 010246133

018 Grai_Gorai_ 0116221800

019 cele Ciclevl0012693m

020 Csat Cucsa 076380

021 Ugib 749 g14102 mod

022 Atha AT3G12490 2

023 Vrad_Vradi06g08980

024 Camp_Caamp_1038s0832

025 Pvir Pavir_ 5KG180700

026 Nben_101Sc£21813g00014_mod
027 Gmax_Glyma_13G189500

028 Dsop Desop 022750663

029 Ptri_Potri 0036192200

030 Egra Eucgr_J00085

031 Pper Prupe 2G047100

032 sind AF240007

033 Ksub_FQLP_scaffold 2007794
034 salb sialb_0095s0048

035 Phal Pahal 5G416800

036 salb_sialb_0879s0021

037 Cmax_XM 023130994

038 Ptri Potri 016G030900

039 Nben_101Sc£12983g01058_mod
040 Cvul _MWXT_scaffold 2004286
041 Cymi_CMI00005557

042 Bole Bol015400

043 Lann_Luann_0004s0723

044 cqui_ AUR62032567

045 Aocc Anaoc 0010s1343 1

046 Scuc_s0001_g000348

047 cgra Cagra 564150012

048 Svir Sevir 5G044900

049 0glu_OGLUMO01G12280

050 Sace_SCC59_SCVPFLACL1CO1
051 Bnap_CDX80942

052 Bole Bol010294

053 Risl Roisl 0074s0761

054 Cesc_AF525880

055 Csub_49027

056 Camp_Caamp_1039s0467

057 Clon_KF545954

058 Smus_SM000037513475

059 Eves Eruve 006150028

060 Pequ XM 020728216
061 Hvul 3HriG038150
062 Ptri Potri_ 001G032900
063 Natt NIATvT g19095

064 Vung Vigunllg018900

065 Cmic_RWR79807

066 Doat Kz502679

067 Smoe 85303

068 Esyr Busyr 003950067
069 coaj XM 020346868

070 Cpap_supercontig_228_9
071 Arul_XTZO_scaffold 2011983
072 Klax_Kalax_0745s0017
073 Abux_sb20040_1

074 Dstr Distr 0272s0263
075 Gsoj_GlysoPI483463_156194500
076 Dear DCAR_031840

077 Zmay_GRMZM2G013461

078 Ashe_Kz451999

079 Natt_OI597424

080 Equi_ 19846616

081 Dsop Desop_0094s0120
082 Ntab_ 000002190820

083 Ljap_LjContig00430g0007944_1
084 Fves_gene21476_vl_0_hybrid
085 Alyr AL6G14920

086 Bsyl BrasylG380800

087 obra 0B01620920

088 Bnap CDY08429

089 Ccap OMO95996_MOD

090 Bnap_CDY52136
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2hal Araha 2114150001
Bstr Bostr 1312950454

Otho_Oropetium 20150105 096452

Bnap_CDY08430
Mper Myper 0043s0741
Euni_k31 146807_2
Thac_TBA00007041
Pdac_XM_008796910
Ppat_Pp3cl5_24180V3
Lesa Lesat_0046s0160
Pinf 101Scf01482g02033
Lang OIV89378
Crub_Carub_0006s0404
Mgut Migut HO0005

Gso]j_GlysoPT483463_ 136151700

Zmar_Zosma94g00120
Pequ_XM_020724410
Aktr_CCID_scaffold 2009820
Cmar_Camar_0377s0027
Ppat_Pp3c9_24080V3
Omer_OMERI01G10740

Bdis Bradi2gl0146

Clan 22909

Tarv_Thlar 001650705

Ntab 000927890010 _mod
Ppat_Pp3c8 17580v3

Mtru Medtr8g041410
Grai_Gorai_010G215400
Esal_Thhalv10021442m
Paxi_16250£00516g00518
Dstr_Distr_0241s0826

Lper LPERR01G10160

Cara Scaffold 637_1450
Sfal Sphfalx0005s0315
Macu GSMUA_Achr3T18480
alin Alyli 014950067

Lusi Lus10026117
Mdom_MD0261275000

Lesa Lesat_0165s0505
Alin Alyli 0180s0053
Taes_C53D02G189800
Brap_Brara_C00203
Ccus_JOJQ_scaffold 2007221
Mend ME000129500342

Brap Brara A03337

Eves Eruve 077150041

Itin Isati 10464s0003
Efim BFIK scaffold 2025023
Pabi MA_4477g0010
Mdom_MD07G1043000
Esyr_Eusyr_0130s0928
Bhyb_Brahy_s01G0313600
Gmax_Glyma 156227500
Cqui_AUR62031684

Vvin VIT 2085004000770
Tint Thint 09G0288600
Stub_PGSCO003DMT400068064
Mmar Mamar_0016s0858
Cmar_Camar_016850030
Stub_PESC0003DMC400045978
sfal_Sphfalx0093s0081
Lann_Luann_0020s0090
Pgla_PGL00010280

Cbra BFEA010003241

Psom XM_026571053
Nnuc_xM_010246848

Itin Isati 049250004
Spur_Sapur_003G148300
Chis Crahi_1249s0012
Bvul_KMT17034
Casi_28243420
Cmar_Camar_0113s0027
Osat_LOC_0s01g16430
Camp_Caamp_0078s1100
Casi 028246879 mod

Sbic Sobic_003G126800
Pdru_ZZEI scaffold 2126917
Msin MisinT267700

Psit PSI00017843
Pdel_Podel_01G035500
Msin_Misin06G106700

Ghir A06G173900
Pmil_PQIB02000010
Cpep_pep XM 023692654
ahyp AH015638

Zygn MFZO_scaf fold 2022157
Lang_OIW08132

Chis Crahi 148250007

cvio Clevi 001150507
Kfed Kaladp0131s0016
slyc_03g097270
Opun_OPUNC01G1 0650
Ghir_A106190300
Mnar_Mamar_0004s0409
Vvin VIT 2135008400050
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186 LusiiLuslﬂﬂﬁﬂ'lD? e G Ds S NS HIEGLA AR E KKEN VE§ RVVEAK AfSTMH
187 EstaﬁBrastﬂlGQﬂlﬂﬂﬁ & G ES ANS ETDGLA A EH KRE L E R BK AST L
188 Taes CS3A026185800 : k) ENBEANSLETDGLA A EHL|K RE N LEEWR 'E A K afdT v HE
189 sspo 03G0034930 1B ] G DNEANSAESDGLG Al EHLIK REN L E] RV VEAK g2l T LB
190 Abux sb22706 1 G ESRENSNEIESLA A E K KEN LEFENR KAQ AfdTME
191 Knit k£100437_10 G DVE@SNDEBDAEEVG fjvs T KEEP LKEWR SAT vy c RN
192 Acoe_AqeoelG006500 : 18 DSEQNSVWEIEELA a E KKE LEEAR KAK Al T M
193 Cmos_XM_023089349 : 19 DSQ@SNSADVDELA a EBEIK K E ] LE R XKAQ AfdTH™
194 Alyr AL3G24120 G [ DVEQNSEEVESLA ENv D E Eflk K E ] LE R KAK affTH
195 Spir HAOX scaffold 2024011 : 18 DVEESDBAIQELA A E LEKH v X S¥R sELuiy
196 Spen703g028040 G Ds Q - EIHSLA A E KKEN I1E R K Q A KLH
197 Cnleﬁcicl&vlﬂﬂﬂ?:!!sm > kel E S E - EIESLA AR : E KKE 7. LE K KAQ AT M|
198 EstrﬁB&)strﬁQﬁﬂﬂsGOﬂl G kel DV Q s EVESLA IAI E E KKEHB LE R KAK AT L
199 Eanniﬁan!ﬂchht'ﬂ4g0119231 G NS PNT EIHGLA A E KKE L K] RV VK Q p-S TL
200 (ﬂJisﬁCrahiiﬂﬂﬂgs[!Q!G 2 G D s N G EIDAIA AR E RRE LE R KAT AfS K L ¥
201 Itinﬁ[gatiﬁé!—)ﬁﬂsﬂﬂll & G DV QNS EVESLA A E KKE LE R K K AfST L B
202 Atri AmTr vl 0_scaffold00101 77 [d& DVEQNSBAEIEELA iNvo eaflx ks LEEAR KAK afiTLy
203 Doli_LWDX02072575 [} ESEANSAESDGLG IN\vD EEfIKkRE LE R EAK AfdT L
204 Ghir D10G198100 : [ PSQONSVWELENLA iSvDleBEllx Kk E VE R KAS AfdTLE
205 Aoce Anaoc_0016s1440 G ESEENSVMEIDELG A E KKQ LE ] R KAQ afdr LB
206 Ljap_Lj1g0013483 1 : EN ATE-DGAAIENLA a E KKE LEEAR XKTEK afx 1
207 SlydiL‘lDoiﬁl:ihDQimud G ke HS QNS EIHSLA A EH KKEN IE R KQ AfSK L
208 Mper Myper 0023s0324 4G DSENGGEVIDDIA Al E RREN LE] R KAT AR L
209 Brap Brara E02850 : (<] DVEQNSDEVESLA af EHRIK KENALLEFARVVKAK AfdT M E
210 Olae GGWH scaffold 2007720 G PVDANDAGIAESA Al QHEIKKENSD LK X rSAT afdT L
211 m57m7023101466 G el DS S s DFDELRA A E B KKE SLLEJ R KAK
212 Spur_Sapur_001G026900 e DSEQNSWEIDSLA a E KKENAMLEFAR KAK sETM]
213 Ceit _Cocit_J0835 : 19 ESRENSVWEVEILG a E SKENGLLEFARVVEKAH AfFTL
214 Crub_Carub_0003s1182 G [ DVEQNSEEVESLA NvD = KEENALLE R KAK afTL
215 Pdel Podel 036209600 ; [} DSQONSAEIDSLA A EHR|KKENAILE RVVKAK afddrME
216 Cang 033001644 : [} TSHENSDEIRSLA INVDEHFIKKENAMIE ] RVVEKAQ aAfdx L H
217 Pmen PMEO0047088 G [ EVIEQNSTIETLDLG n 5| E KQOMNGD IT R GAQ AfdTm™
218 Aoff Asparagusvl 07 1767 Hc QRSENSAEIEELA a EHFIKKONALLEEFSRVLEAK A ME
219 Mnot L484 024003 : [ QSRENSADVEDLA a E | KKEMNALLE ] RVVKAE AT L
220 Tarvi'l"hlariﬂﬂﬁﬁﬁﬂﬂﬁj el G DS N R AVDDIA AR E RRENAVLE R KAT A KLX¥
221 m17m7008447722 G DS S NS DVDELA A E B KEKEENSLLE] R VK A K AT L B
222 Rmmiﬂgﬁsﬁimﬂﬂﬂﬂﬁﬁ G Ds a N EIDGIA A E KKE AMVE.] R X K VENGC ReeA:
223 Csin_Cs6g16640_1 G DYEONSAEIEGLA a EBEJEKENALLQ R KAK aflrL
224 Even MKKT01000068 G ESEOQNSAEIEELAR|SAVDEERIKKENALLE EAR KAK afdTLE
225 Psom XM 026542585 N DSEKRESQ@ISLGLAKMMVDEERIKIENAVLE EVR KAK sfela v
226 Oeur_Oeu028986 ; [} DSHONSEEIDTL A RN EBR|KKENALLELAR KAQ sfET L
227 Spim 039097270 ; [} DSEONSDEIHSL AR E KKENAMIE ] R 'K AQ Ak L
228 SitaﬁseitaiﬁGD46700 3 G EN ANS ESDGLGR A EHRIK RE ALLE] R B K AfST L H
229 m37m7022283450 G DS S 5 GVEELAR Al E KKB ALIE] R K Q AfST L
230 Gnuni'l‘nsﬂﬂﬂ??glﬂstﬂs G EI Q N EIADLGQ AR E N KQOQNGALS R KAE A LAY
231 Cpep XM 023686782 ; fe3 DSQSNSEADVDETRARJIY EHLIKKENALLE RVVKAQ
232 Bvenimzﬁﬂ3000333 G E S Q = EIEELAR A EHREIK KE VLR 7_ IAK AfST L H
233 Pdru_ZZEI_scaffold 2022423 : ES KIMONDEOLQNLAK[JS cHEElAROQNSSLV RLLSAE Afd 1M
234 Equi_ XM 010933246 G [ DARENSVEIEELAR[FAVEEQRIKKANTLLE R KVE sy
235 Chbre YOXI_scaffold_2051387 : 18 DVEQNSLEMTEL A Qi EHERIKKQNSDLK KMVSAK afiLmM
236 Camp Caamp_0105s1619 : [ DSENGGGEIDDIALJIFN EHRIRRENAVLE R KAT Afdx L
237 Eves_Eruve 236250018 G DVEQNSDEVESLAR[SS EBfJKKENALLEFGRVVEAK afjTH
238 Cmar Camar 0113s0026 G DVEINRNSEFE SLARJZE EHF|KKENALLE RVVEKAK AfdmLy
239 Atau AET3Gvw20420400 dc ENBANSLETDGLAR[UAVDEERIKRENALLE RVVEAK afdT L
240 cbil GBIO0017832 s K] DVEBQOHDIEBE I QSL ARERY EXEIKQQONILLS ESK KA Q
241 T3357C533026215400 &G EN ANS ETDGLAR A E IJKRENALLE R EAK AT L |
242 slye Solyc03g097270 ; [} DSHEQOQNSDE IHSLAKEIN EHRIK KENAMIE/ R KAQ afEE L
243 Pdac_¥M_008788651 G DARENSVEIEEL AR[SS EBEJEKANTLLE R KVE Al 1}
244 Emen PME00028125 : [ EVEQNSTIETLDL GRS EBEIKQQONGD IT R caQ
245 Pdel_Podel 16G033700 G DCRONSAEIDSLAR[NIVOEEE|KKENAILEEVRVLEAK afldxLy

001 Eves Eruve 001550017 ELE L i (PWLNFEKE @k e TESDLGCK R
002 Cmax XM 023111212 H LT LS E SHMNFEE pldk E THSDLGAK H
003 Atha AT5G05110_1 RLT LS [ E PWMNFEQ Efd KN TESDLGFE N
004 Vear Locus_644_Transcript 10 14 H LT I b ' E  PWLNFKE Efdr B TEADLGAK H
005 Teac_Thece 106138800 H LT Vg E PWMNFEE EfdK B TASDLGVK v B
006 Ppin PPT00045831 HL® I} T KPWENFKS Ef@r P SBSDLGVK E
007 Egui XM 010910725 HE LT L E {PHWLNFKE efdTE TAADLGAK H
008 Afil s0149 g053144 H LK L{S i E KPWLNFKS Efdk R TSADLGAR R
009 Pvul Phvul 011G196600 HE LT L§S E KPWLNFEKE Efdk P TSADLGVEK H
010 Cvio Clevi 001650139 R LT LjS E . PWMNFEQ Efdk B TELDLGSK N
011 Tdic TRIDC3AG025860 MOD HE LT Lj3 E PWLDFEKE Efdr B TESDLGAK H
012 Drot Dr09110 HLT Vi E KPWHLNFKE EfdK B TASDLGVK H
013 Vang_ROM28344 HLT L ' E KPWHLNFEE EfdK P TSEADLGVEK H
014 Spol_Spipo3G0066400 H LT VS E JAWLNSKK EldN P TEADLGVEK L
015 Alin Alyli 055650004 R LT L E KPWMKFEKQ EfR N STSDLGLK N
016 Pvir Pavir SNG183500 HE LT LS E PHLDFEE Ef@dvE TSADLGAK H
017 Nnuc XM 010246133 HE LT L3 E {PWLNFEKE Efdkp TEsDLGARRDGE
018 Grai Gorai 0116221800 H LT Vi3 E PWMNFKE Efdk B TACDLGAK v 0
019 ccle Ciclevl0012693m Y LT L L E KPWINFEQ EfRKE ALSDLNLK H
020 Csat Cucsa 076380 H LT Vi E {SWMNFEE Efdk B TBSDLGAK D B
021 Ugib 749 g14102 mod H LT L f £ (PWMNFEKE Efdk B VSTEHDAN E
022 Atha AT3G12490 2 E LT L E PWLNFEE EfdK P TSSDLGCK B
023 Vrad Vradi06g08980 HELT LS E PHLNSKE EfdK P TEADLGVK G B
024 Camp_Caamp_1038s0832 R LT L E KPWMNFEQ EfdR N TESDPGLK w
025 Pvir Pavir 5KG180700 H LT g E KPWLDFKE EjdvE TSADLGAK H
026 Nben 101Scf21813g00014 mod HLT L E PHLNFKE EfdTH TESDLGVK E
027 Gmax Glyma 136189500 ELT L ' E PHNLNFEE Efdr e TEADLGVEK H
028 Dsop Desop 022750663 E LT L Q KSWLNFEKE EfEdK P TSSDLGCK B
029 Ptri Potri 0036192200 E LT I} E KPWLNFEKE Efdk D TSSDLGVK H
030 Egra Eucgr J00085 HLT I} E PWMNSKE EfdK E TESDLGAR H
031 Pper Prupe 2G047100 ELT I} EfSK VA VEPWLGFKE Efdk B TBSDLGVEK H




032 Sind AF240007 EL@L pacEK KE¥E (PwWMDFEQ B TESDLGAK o
033 Ksub FQLP scaffold 2007794 RLEV TEVEER A X 'GEDATRS L LEBaELGGEA a
034 salb sialb_0095s0048 ELEL EAGRKK E PWHLNFEKE P TBSDLGCK R
035 Phal Pahal 5G416800 ELTL EAGREKK E PWLDFEE B THADLGAKE H
036 salb Sialb_0879s0021 ELTL EAGEEKK E PWLNFEE P T@sDLcCK 2 N
037 Cmax_XM_023130994 ELTV DAGEKK E SWMNFKE B SBSDLGAK B
038 Ptri_Potri_016G030900 ELEV DAGHNNKMYE CIPWMNFEQ B TESDLGVEK B
039 Nben_1015c£12983g01058_mod ELEL DAGEKEK E (PWLNFKE B TESDLGVEK E
040 Cvul MWXT scaffold 2004286 ELEL TENGHE T AWRNSTE K TEADLGAH R
041 Cymi_CMI00005557 YL DEGD@TEK G GSQNIQR a BDTFYAGTQ E
042 Bole Bol015400 sLiEL EAGEKKIXYE PWMNFEQ N B THsSDLGLKS N
043 Lann Luann 000450723 ELTL EAGEKKIYE PHYNFKQ NBESETISDLGSK N
044 Cqui_ AUR62032567 EFTI DAGEEKK E PWLNFEKE, E sEspLcaN H
045 Accc Anacc_0010s1343 1 ELTL DAGEKK E PWMNFEKK B TBESDLGAK H
046 Scuc s0001_g000348 QLT L scegTR E {PWENFKS M TEADLGSE E
047 Cgra Cagra 5641s0012 ELEL EACQEKK E " PWLNFKE e TBSDLGCK H
048 Svir_Sevir_ 5G044900 EL@L EAGEKK E PWLDFKE B FETHADLGAK B
049 Oglu_OGLUMO01G12280 ELSL EAGRKK E PWLDFEE B THADLGAK H
050 Sace_SCC59_SCVPFLACI1CO1 ELEL EAGEKK E PWLDFEKE B THADLGAN |
051 Enap_CDX80942 SLEL EAGEKK E PWMNFEQ 5B T¥SDLGLKS N
052 Bole_Bol010294 ELTL EAGEKK E PWLNFEE e TBSDLGCK H
053 Risl Roisl 0074s0761 ELTL EAGQKK E PWLNFKE e B TBSDLGCK B
054 Cesc AF525880 EL®TV EGGEKK E QAWLNSEKEK P TEADL GV K B
055 Csub 49027 KLLL NDNEME E LEGNQEKQ K g@TEATSE c
056 Camp Caamp_1039s0467 ELEL EACKNK E PWLNSEKE P T@BsDLCcCK B
057 Clon KF545954 Y L. DAGCKEK E PWLHFKE B FTEADLCAK] T
058 Smus_SM000037513475 LIEL DGGEAR E CPWENHRS P ATPADLGAM e
059 Eves_Eruve 006150028 ELEL EAGEKKKLYE (PWLNFKE e TBSDLGCK N
060 Pequ_XM_ 020728216 ELEL DAGEKK E CEWLSYKE B TEADLGAR B
061 Evul HORVU3Hr1G038190 ELEL EAGRKK E PWLDSKE B TESDLGAK ]
062 Ptri_Potri_001G032900 ELET EAGEKK E PWLNFME B TESDLGVE B
063 Natt NIATv7 gl19095 ELTL DAGEKK E PWLNFKE EP TEsDLGVEK : E
064 Vung Vigunllg018900 ELTL EGGEKK E KPWMNFEKE b3 TEADLGVKHR H
065 Cmic RWR79807 HLTV DAGEKK E PWMD FEE S TESDLGAK H
066 Deat Kz502679 ELEL DAGEKEKK E CPWLNEHEKE B TiEaDLGaK H
067 Smoe 85303 HLS I SQHETEV¥ YD PWESFEKK P sBrcrscc E
068 Esyr_Eusyr_0039s0067 QLTL EAGENK E PWMNFEKQ B TESDLGLEKE ]
069 Ceaj_XM_020346868 YL L EAGEKK E PWMNFEE e TEADLGVEK H
070 Cpap_supercontig_228_9 BELET DAGEKK E PWMNFEE B TASDLGVK |
071 Arul XTZO scaffold 2011983 ELEL GDSAPK E PWENFEK ] TEADLGVEK T
072 Klax_Kalax_0745s0017 ELTL DAGSKEK E CPWHLNFEKE B TlEsDLGAC e
073 Abux_sb20040_1 YLi@L DAGEKEKIYE CPWINFKQ B ALSGLNVK H
074 Dstr Distr_ 027250263 RLEL EAGEKK E  PHMNFEQ N THSDLGLEK N
075 Gsoj_GlysoPT483463_15c194500 HLTL EACEBEKKLYE KPWLNFKE P TEADLGVE s B
076 Dear DCAR 031840 ELEL EACKRK E PWMNFEE S TBSDLGVEKEK H
077 Zmay GRMZM2G013461 B L L EAGCHREKK E PWLDFEE B THADLGAKQ@EEE
078 Ashe Kz451999 ELEE L DAGEKK ' E PWLNHKE oRn ETSADLGC KR i H
079 Natt OI597424 ELEL DAGEKEK E (PWLNFKE B TESDLGVK E
080 Equi_19846616 YIWI DGGEKK E ({PWMKFKE e cSEsENETE B
081 Dsop_Desop_0094s0120 RLEL EAGEKK E PWMKFEQ N sEsDLGLK N
082 Ntab_0000021g0820 ELEL DAGEKK E PWLNFEKE B TESDLGVEK E
083 Ljap_LiContig00430g0007944_1 ELTL DGGEKEK E SWLNFEE E ITESDLGVEK |
084 Fves gene21476 vl 0 hybrid ELWV DCGCEEKK E PWLNFEKQ HB TEsSDLGVKQ H
085 Alyr AL6G14920 RLTL EACGEKK E KPWMNFEKQ N TESDLGLK N
086 Bsyl BrasylG380800 E L L EAGREKK E {PWLDFKE B TS DL GAK H
087 Obra_OB01G20920 ELTF EACEEKK E  PWLDFEKE S THADLGAK H
088 Bnap CDY08420 ELEL EACEKEKK E KPWLNFKE P TBSDLGCK H
089 Coap_OMO95996_MOD ELTV DAGEKEK E KPWLNLEE B TASDLGVEKRER H
090 Enap_CDY52136 SLEL EAGEKK E PWMNFRQ N T¥SDLGLK N
091 2hal Araha_21141s0001 ELEL DAGEKK E SWLNFKE PE TESDLGCK H
092 Bstr_Bostr_13129s0454 RLEL EAGEKK E PWMNFEQ N TMSDLGLK X
093 Otho_Oropetium_20150105 09645 E LT L EAGTKK E (PWLDFKE B THADLGAK B
094 Bnap_CDY08430 ELEL EAGEKK E PWLNFEKE P TESDLGSK B
095 Mper Myper 0043s0741 HLTV DAGEEKK E PWLNFEKE P ETBSDLGC K] B
096 Euni_ k31 146807 2 ELE I DACKEKK E PWMNFEE S TBSDLGAR H
097 Thac TBAOO007041 B L L D-HSEK E SSENFEKQ P TBADLGVEK =
098 Pdac XM 008796910 ELTL ERGEEKK E PWLNFEKE E TAADLGAK@GGH
099 Ppat Pp3cl5_24180V3 HLW I ESGELS E C{PWENFEKK P CBFMVLGGNSA?P
100 Lesa_Lesat_0046s0160 ELEL EAGEKKLYE (PWLNFEKE e TESDLGCK B
101 Pinf 101Scf01482902033 ELTL DAGEKEK E PWLNFKE H I TESDLGVEK Q
102 Lang OIV89378 ELET DAGEKK H PWLNFKE B TEADLGLEK B
103 Crub_Carub_0006s0404 ELEL EAGEKK E PWMNFEQ N TESDLGLK G K
104 Mgut Migut_HO0005 DAGTIEKK E  PWMHFEKE EBBPETSESDLGVKE Q
105 Gsoj_GlysoPT483463_13¢151700 ELTL EAGEEKK E {PWLNFKE P TEADLGVEK H
106 Zmar Zosma94g00120 ELEEV EAGEEKI E CPWLNFKE R TASDLGAV H
107 Pequ xM 020724410 ELEL DAGSKKLYE AWLNHEKE S TEADLGAK H
108 Aktr CCID scaffold 2009820 ELEL DAGEKEKEK E  PWMNFKE S TESDLGVEK B
109 Cmar Camar 0377s0027 SLEL EAGCEEKK E PWMNFEQ N TWSDLGLEK N
110 Ppat_Bp3c9_24080V3 YLV I EGSSIK E PWQNFEK L EcEESTGRGISAPR
111 Omer OMERT01G10740 ELEL EAGRKK E PWLDFKE B THADLGAK D
112 Bdis_Bradi2gl0146 ELTL EAGREKK E {PWHLDFEKE B TESDLGAK H
113 Clan_22909 ELEL DAGEKK E SWMNFEKE B TESDLGAK H
114 Tarv_Thlar_0016s0705 ELEL EAGEKK E PWLNFEE P TESDLGCK H
115 Ntab 000927890010 _mod ELTL DAGCEEKEK E PWLNFEE S LT8sDLGVEK E
116 Ppat Pp3c8 17580V3 HFW I EGS@LK E PGGSSRK s VB LTKVSQH v
117 Mtru Medtr8g041410 B L L DACEBEK E PWMNFEKE B TlspLGVI B
118 Grai Gorai_ 0106215400 ELTV DCGCEEKK E PWMNVEKE B THESDLGIK H
119 Esal Thhalvl0021442m ELTL EAGEEKK E {PWLNFKE e TBSDLGCK H
120 Paxi_ 1625cf00516g00518 E L L DAGEKKKLYE CPWLNFKE B TESDLGVEK 0
121 Dstr_Distr_0241s0826 ELEL EAGEKT E PWLNFEKE P TESDLGCK R
122 Iper LPERR01G10160 ELEL EAGREKK E PWLDFEKE B THADLGAK H
123 Cara_Scaffold 637_1450 ELTL DAGEKEK E KPWLNFEKE B TBESDLGIK H
124 sfal_Sphfalx0005s0315 BELET EAGNPKLY¥D PWENFEK P2 TEADLGVEK (<
125 Macu_GSMUA_Achr3T18480 ELTV DAGEEKK E PHLHFEKE H G TAADLGAKRGEH
126 Alin Alyli 014950067 B L L EAGEKK Q {SWLNFKE P TESDLGCK H




Lusi Lus10026117 ELW I pacER KE¥ K crwMNFREMC KH TESDLGAK H
Mdom MD0261275000 B L1 EAGCEKK Q PWwMG FEERQ KH TSSDLGVEK B
Lesa Lesat 016550505 SLEL EAGEKK E PHWMNFEQile KN THSDLGLEK N
alin Alyli 0180s0053 RLTL EAGEKK E PWMKFEQQ KN sfEsDLGLEK ]
Taes_CS3D02G189800 ELTL EAGREKK E PWLDFEEMQ REH T SDLGAK B
Brap_Brara_C00203 SLTL EAGEKKIYE PWMNFRQfAQ KN T¥SDLGLK N
Ceus_J0JQ_scaffold 2007221 ELTEI SGGQORGHYE CPWENFESHE KS MTAADLGS - s
Mend_ME000129500342 TLEE I KDGHKGE E {PWENHK SPIE KS TAADLGAN a
Brap_Brara_A03337 ELEL EAGEKKLYE {PWLNFEEFQ KE TESDLGCK G
Eves_Eruve_0771s0041 sLEL EGVEKK E PWINFEQL KS FETVWSDLGLK K
Itin Isati 1046450003 ELEL EAGEKKKLYE PWLNFEKEfQ KEE TS DLGC KK B
Efim BFIK scaffold 2025023 HVYV EQGBGA T QRDQTRTHME KLP TBADLGAGQ b B
Pabi_MA 44770010 ELTI DGDHE K K PWENFEKRIME K P SBADLGVEK E
Mdom MDO7G1043000 HLTI EAGEKK E PHMGFEERQ KQ TESDLGAK H
Esyr Busyr 013050928 ELEEL EAGEKEKK E (PWMNFKERQ K P TBSDLGCK H
Bhyb_Brahy S01c0313600 ELEL EACREKK E {PwLDFREffQ RH THESDLGAK H
Gmax_Glyma_15G227500 EL@L EAGEKK E PWLNFEERQ KE ETSADLGVEK B
Cqui_AUR62031684 EFTI DAGEKEK E PWLNFEERQ KEH SEsSDLGAN H
Vvin_VIT 20850040g00770 YL L DAGEKK E PWMNFEERQ KE ABSDLGVK |
Tint_Thint_09G0288600 ELEL EAGRKK E PWLDFEEfAQ RE TESDLGAK B
Stub_PESC0003DMT400068064 ELTL DAGEKEK E PWLNFEEQ KEH TESDLGVEK o
Muar Mamar 001650858 ELTL EAGEKK E ' PWLNFKE[Q KEE TEsSDLGCK B
Cmar_Camar 016850030 ELEL EAGEKKEK E KPWLNFEEMQ K P TBSDLGCK R
Stub_PGSCO003DMCA00045978 ELTL DAGEEKK E KPWLNFEEMQ KH TESDLGVE 1
sfal_Sphfalx0093s0081 ELE I EGCHER D PWENFEKIE K P TEADLGTR E
Lann_Luann_0020s0090 BELEL EACQOKK E PWLNFEEMOQ K P TBSDLGCKE H
Pgla_PGL00010280 ELEI DGDHPKLYK C{PWENFERIE kP SBADLGVK L E
Cbra_BFEA010003241 ELEEL TENGHERFL AWMNSREMV EK TRADLGAH R
Psom_XM_026571053 ELEL EAGEKK E {PWMNFEEFSQ KEH TESDLGVEK B
Nrue_XM_010246848 ELEL EAGMKK E PWLNFEEQ TP TESDLGAK ]
Itin_Isati_0492s0004 RLTL EAGEKK E PWMNFEQAQ KN TESDLGLEK|S ]
Spur_Sapur 003G148300 67 B EGGEEKK E PWLNFKEMN KDBVWETSSDLGAKRDRE
Chis Crahi 124950012 ELTL EAGEKK E XKPWINFEKEMQ KP ITESDLGCKEK H
Bvul KMT17034 HFETI EAGEEKK D PWMNFEEQ KH TBSDLGATI H
Casi 28243420 E L L DAGCEKEKK E ¢ PWMNFKQFOQ KH TEAGLGVEK H
Cmar_Camar 0113s0027 ELEL EACKKKLYE PWLNFEKERQ KP T@sSDLGCK R
Osat_LOC 0s01g16430 ELEL EACRKKVYE PWLDFKEfQ RN ETHNADLGAK H
Camp_Caamp_0078s1100 ELTL EAGEKEK E PWLNFEERQ KE TBESDLGCK |
Casi_028246879_mod EI@L DAGEKK E PWMNFEERQ KE TBESDLGVK |
sbic_Sobic_003G126800 ELEL EAGEKK E PWLNFEEfQ SH THADLGAK H
Pdru_ZZEI scaffold 2126917 EFKL SGGRVA X CPWENFESE ET TBADLGTH s
Msin MisinT267700 ELTV EAGEKKLYE {PWLNFRERQ sSHE THADLGAK B
Psit_PSI00017843 B LI DGDHEK K  PWENFERME K P sBADLGVEK E
Pdel_Podel 016035500 HELTI EACEKKKIYE KPWLNFMEK KH TESDLGVE H
Msin Misin066106700 ELEL EACEKEKK E PWLNFEERQ SH THWADL GAKK H
Chir R06G173900 ELTV DGCEEK E PWMNVEEMOQ KH TESDLGIK S B
Pmil PQIB02000010 ELEEL DAGEREKK ' E PWLDFEKEMQ VERTETNADLGAKEKGGH
Cpep_pep XM 023692654 ELTV DAGEKEK E {SWMNFRERQ KE SEBsDLGAK B
Ahyp_AH015638 EFTI DAGEKK D CPWMNFEEFQ KE TSESDLGATI B
Zygn_MFZO_scaffold 2022157 ELET LEGGQKE E PWENFESHE KS TEADLGSR ]
Lang_OIW08132 YLET DAG@KEK D PWLNFEERT EP TEADLGVEK |
Chis_Crahi_1482s0007 ELEL EAGEKEK E PWLNFEEMT KE TBESDLGCK H
Cvio Clevi 001150507 EL®L EACEKKKIYE 0PWMNLEKEJR KEPAETESDLGCKEK E
Kfed Kaladp0131s0016 ELTL DAGSKK E K PWLNFKEFOQ NEBHETSESDLGAC #3
slye 03g097270 E L L DAGEKEKK E CPWLNFKERMOQ KH TESDLGVEK 0
Opun_OPUNC01610650 ELEL EACREKK E PwWLDFEEQ RH THWADLGAK B
Chir 106190300 ELTV DAGCEKEKK E KPWMNFKEQ KH TACDLGAK H
Mmar Mamar_0004s0409 ELEL EAGEKK E EPWMNFEQMEK TN VEEDLGLKE N
Vvin_VIT 213s0084g00050 ELEL DAGRKK E PWMNFEEMQ KE TESDLGVK |
Lusi_Lus10008702 ELWI DAGEKKLYQ PWMNFEEfQ KHE TESDLGAK B
Bsta_Brast016301000 ELTL EAGRKK E PWLDFEEQ RE TESDLGAK B
Taes_CS3A026185800 ELEL EAGRKK E {PWLDFKERQ RE TESDLGAK B
Sspo_03G0034930_18 ELEL EAGEKK E PWLDFEERAQ SH THADLGAK H
abux_sb22706 1 HLTV DAGREKK E PWLNFEKDf#Q KH ETESDLGVK] B
Knit k£100437 10 RLEV TPVEEPA X BcPDATRSHE EL LigaELGGA a
Acoe AqeoelG006500 B L L EACEKEKK E PWMNFKERT KH TBsDLGVKD B
Cmos_XM_023089349 ELTL DAGEEKK E SWMNFREQ KH THSDLGAK H
alyr AL3G24120 ELTL DAGEKK E cSWLNFEKEf0 K P TBSDLGCK H
Spir_HAOX scaffold 2024011 YIWL EASMRKLYE {PWMD YK SERE KF s®BDssaak Q
Spen_03g028040 ELEL DAGEKEK E PWLNFEEjdQ NE TESDLGVK o
Cele_Ciclevl0002346m ELTV DAGTKK E PWLNFEDEAQ KH TESDLGVEK B
Bstr_Bostr_3640s0021 EAGEKK E PWLNFEEMQ K P TBSDLGCK H
Hann_HanXRQChr04g0119231 ELEL DVGHNKKEI YL  PWLNFEEMQ NE PNSDRDIE D
Chis_Crahi_ 000950246 ELTL EAGEEKK E cPWMNFEQffo KS TWSDLGFK N
Itin Isati 4568s0011 E L L EACEKEKK E (PWLNFKEMOQ KP TBSDLGCK H
Atri AmTr vl 0_seaffold00101 77 H LT L DAGCKNKLYE PWENF K E[fK NH TESDLGAK H
Doli LWDX02072575 ELEL EAGCHNKK E (PWLDFEKEFQ aH THADLGAK H
Ghir D106198100 HLTV DAGEEKK E PWMNFEEMOQ KH TACDLGAKE H
Aoce_Anaoc_0016s1440 ELTI EAGEKK E PWMNFEDEQ KE PLLISVVR |
Ljap_Ljlg0013483 1 YLEL DGGEKK E PWMNFIQfde KL RESDLGVEK B
slyd_LYDO_6ch03_mod ELTL DAGEKEK E CPWLNFEEf0 KH TESDLGVEK 0
Mper_Myper_ 002350324 RLEL EAGEKK E PWMNFEQdC KN THSDLGLI N
Brap_Brara_E02850 ELEL EAGEKK E PWLNFEERQ KP TBADLGCK B
Olae GGWH_scaffold 2007720 KIKL DSNEV T E K PWENFEKELN K P UKECKLITE E
cmos xM 023101466 ELTV DAGEKK E SWMNFKEMQ SPSDLGAKK | B
Spur_Sapur_ 0016026900 B LEST EACEKEKN E PWLNFMEFMK KH T@sbpLevL S B
Ceit_Cocit J0835 ELTI DAGEEKK E PWLNSKERQ KH TESDLGAR H
Crub_Carub_0003s1182 ELTL EAGQKK E CPWLNFEKEf0 K P& TBSDLGCK H
Pdel_Podel 036209600 E LI EAGKKKLYE (PWLNFEKEMEH KD TESDLGVEK H
Cang_03g001644 ELEL DAGEKEK E PWLHFEEQ KH TESDLGVEK 0
Pmen_PME00047088 ELET DGDHEPK X PWENFEREAE K P SBADLGVEK E
Aoff_Asparagusvl_07_1767 YLTV EAGEKEK E KPWLDFEEWC TH TBADLGAK H
Mnot_L484_024003 ELEL EGGEKKKIYE PWLNFEERQ KEH TRSDLGVEK H
Tarv_Thlar_0026s0267 RLEL EAGEKK E PWMNFEQd0 KN FTLSDLGLK N
Cmel XM 008447722 ELEEv EAGEKKKLYE (SWMNFEEMOQ KH sBspLGAK H




001

022
023
024
025
026

Reom 29686 m000868
Csin Cs6gl6640_1

Even MKKT01000068

Psom XM_02 6542585
Oeur_Oeu028986

Spim_ 039097270

sita geita_5G046700
Mcha XM 022283450
Gmon_Tns000729105t05
Cpep_XM_ 023686782

Even AMZH03000833
Pdru_ZZEI_scaffold 2022423
Equi_xM 010933246
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Camp_Caamp_ 010551619

Eves Eruve 236250018
Cmar_Camar_0113s0026
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slyc_Solyc03g097270
Pdac_XM_008788651
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Pdel Podel 16G033700
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Vear_Locus_644_Transcript 10_14
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Ppin_PPI00045831
Equi_XM_010910725
Afil s0149_g053144
Pvul_Phvul_011G196600
Cvio_Clevi_0016s0139
Tdic TRIDC3AGO25860_MOD
Drot_Dr09110
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Spol_Spipo360066400
alin Alyli 055650004
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Nnuc_XM_010246133
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Camp_Caamp_1038s0832
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Nben_1018¢£21813g00014_mod
Gmax_Glyma_13G189500
Dsop_Desop_0227s0663
Ptri_Potri_003G192200
Egra_BEucgr_Jo00085
Pper_Prupe_2G047100

Sind AF240007

054

Ksub_FQLP scaffold 2007794
salb_sialb_0095s0048
Phal Pahal 5G416800
Salb_Sialb 087930021
Cmax_XM_ 023130994
Ptri_Potri_016G030900
Nben_1018c£12983g01058_mod
Cvul_MWXT_scaffold 2004286
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Svir Sevir_5G044900
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Risl Roisl 0074s0761
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Ccsub_49027
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Esyr Eusyr 003950067
Ccaj XM 020346868
Cpap_supercontig 228 9
Arul XTZO scaffold 2011983
Klax Kalax 074550017
Abux_sb20040_1
Dstr_Distr_0272s0263
Gsoj_GlysoPT4B3463_156194500
Doar_DCAR_031840
Zmay_GRMZM2G013461

Ashe Kz451999

Natt 01597424

Equi_ 19846616
Dsop_Desop_0094s0120

Ntab 000002190820

Ljap LjContig00430g0007944_1
Fves_gene21476_vl_0_hybrid
Alyr AL6G14920
Bsyl_BrasylG380800
Obra_OB01620920
Bnap_CDY08429
Ccap_OMO95996_MOD

Bnap CDY52136

ahal Araha 2114150001

Bstr Bostr_ 13129s0454
Otho_Oropetium 20150105 096452
Enap_CDY08430

Mper Myper_0043s0741
Euni_k31_146807_2
Thac_TBA00007041
Pdac_XM_008796910

Ppat Pp3cl5 24180v3

Lesa Lesat 004650160

Pinf 101Scf0148202033
Lang OIV89378

Crub_Carub_ 000650404
Mgut_Migut_HO00005
Gsoj_GlysoPI4B3463_13G151700
Zmar_Zosma94g00120
Pequ_XM_020724410
Aktr_CCID_scaffold 2009820
Cmar_Camar_0377s0027
Ppat_Pp3cy_24080V3

Omer OMERIO01G10740

Bdis Bradi2gl0146

clan 22909

Tarv_Thlar 001650705
Ntab_0009278g0010_mod
Ppat_Pp3o8_17580V3

Mtru Medtr8g041410
Grai_Gorai_010G215400
Esal_Thhalv10021442m
Paxi_162Sc£00516g00518
Dstr Distr 02410826

Lper LPERRO1G10160

cara Scaffold 637_1450
Sfal_Ssphfalx0005s0315
Macu_GSMUA_Achr3T18480
Alin Alyli 014950067
Lusi_Lus10026117
Mdom_MD0261275000
Lesa_Lesat_0165s0505

Alin Alyli_0180s0053

Taes CS3D02G189800

Brap Brara C00203
Ceus_JOJQ scaffold 2007221
Mend ME000129500342

Brap Brara a03337

Eves Eruve_0771s0041

Itin Isati_10464s0003

Efim BFIK scaffold 2025023
Pabi_MA_4477g0010
Mdom_MD0761043000

Esyr Eusyr 01300928

Bhyb Brahy S01G0313600
Gmax_Glyma_ 156227500
Cqui_AUR62031684
Vvin VIT 208s0040g00770
Tint Thint_09G0288600
Stub_PESCO003DMT400068064
Mmar_Mamar_0016s0858
Cmar_Camar_0168s0030
Stub_PGSC0003DMC400045978
Sfal Sphfalx0093s0081

Lann Luann_0020s0090
Pgla_PGLO00010280

Cbra BFEA010003241

Psom XM_026571053
Knuc_XM_010246848

Itin Isati_0492s0004
Spur_Sapur_003G148300

Chis Crahi_1249s0012
Bvul_KMT17034
Ccasi_28243420

Cmar Camar 011350027
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204 Ghir_D10G198100
205 Accc Anacc 001651440

206 Ljap Ljlg0013483 1

207 slyd LYDO 6ch03 mod

208 Mper Myper 002350324

209 Brap Brara E02850

210 Olae_GGWH_scaffold 2007720
211 Cmos XM 023101466

212 Spur_Sapur_001G026900
213 Coit_Cocit_J0B35

214 Crub_Carub_0003s1182

215 Pdel Podel 036209600
216 cang 03001644

217 Pmen PMEO0047088

218 Aoff Asparagusvl 07 1767
219 Mnot_L4B4_024003

220 Tarv_Thlar_0026s0267
221 Cmel XM 008447722

222 Reom_29686_m000868

223 Csin_Cs6g16640_1

224 Even MKKT01000068

225 Psom XM_026542585

226 Oeur Oeu028986

227 Spim 03g097270

228 Sita Seita 5G046700

229 Mcha XM 022283450

230 Gmon TnS000729105t05
231 Cpep_XM_023686782

232 Even AMZH03000833

233 Pdru_ZZEI_scaffold 2022423
234 Equi_XM 010933246

235 Cbre YOXI_scaffold 2051387
236 Camp Caamp 010551619

237 Eves Eruve 236250018
238 Cmar Camar 011350026
239 Atau AET3Gv20420400

240 cbil GBI0O0017832

241 Taes _CS3B02G215400

242 slyc_Solyc03g097270

243 Pdac_XM 008788651

244 Pmen_PME00028125

245 Pdel_Podel_16G033700
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163 Osatimcicsﬂlglﬁéfiﬂ G VH K DES DH v Q 5 N
164 Campicaampiﬁn'lﬂsllﬁﬁ G G D Q HRps DH £ Q N
165 Casi 028246879 mod e TH onf¥s aflv Q N
166 Sbic Sobic 003G126800 e IE kDN s v ) S NS
167 Pdru ZZEI scaffold 2126917 e s D xk RNk EfN L ) s N
168 Msin MisinT267700 G VE K DES HEH L Q 5 N &
169 Psit PSI00017843 e v H QEFSNO HENV Q SN
170 Pdel_Podel 01G035500 e VH ] 2 = B8 2 bR Q SN
171 Msin Misin06G106700 e VE x DS n v o SN
172 Ghir A06E173900 e IH EDfWAN HFNL Q SN
173 Emil PQIB02000010 B G VE kD WY Hfv 2 S N
174 cpep pep XM 023692654 = BH oSN HEY L Q N
175 ahyp AH015638 e VH o NESNE HFY v Q 5N &
176 Zygn MFZO scaffold 2022157 R v D TEEWSD vF{v o SN
177 Lang OIW08132 e T Q oDESEYD YEY L Q SN
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195 Spir BAOX scaffold 2024011 E Is oef¥8lo ot Q N
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001 Eves_Eruve_0015s0017 AKFNMLL K E L
002 Cmax_¥M_023111212 AKFDLLL K E F
003 Atha ATS5G05110_1 VKFELLL K T Y
004 Vear Locus 644 _Transcript 10 14 LAKFDLLL K EETF
005 Teac Thecc 106138800 AKLDMLEL K efEEr
006 Ppin PPI00045831 SKVDLHL } E D W
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Mgut Migut HO0005

Gsoj_GlysoPT483463_ 13151700

Zmar_Zosma94g00120
Pequ_XM_020724410

aktr CCID scaffold 2009820
Cmar_Camar_0377s0027
Ppat_Pp3c9_24080V3
Omer_OMERI01G10740
Bdis_Bradi2gl0146
Clan_22909
Tarv_Thlar 001650705
Ntab 000927890010 mod
Ppat_Pp3c8_17580v3

Mtru Medtr8g041410

Grai Gorai 0106215400
Esal Thhalv10021442m
Paxi_16250£00516g00518
Dstr_Distr_0241s0826
Lper LPERRO01G10160
Cara_Scaffold 637_1450
sfal_Sphfalx0005s0315
Macu GSMUA_Achr3T18480
Alin Alyli 014950067
Lusi Lus10026117

Mdom MD0261275000

Lesa Lesat 016550505
Alin Alyli 0180s0053
Taes_CS3D02G189800
Brap_Brara_C00203
Cous_JoJQ_scaffold 2007221
Mend ME000129500342
Brap Brara A03337

Eves Eruve 077150041
Itin Isati 10464s0003
Efim BFIK scaffold 2025023
Pabi MA_ 447790010
Mdom_MD0761043000

Esyr Busyr_0130s0928
Bhyb_Brahy_$01G0313600
Gmax_Glyma_156227500
Cqui_AUR62031684
Vvin_VIT 20850040g00770
Tint Thint 09G0288600
Stub_PGSCO003DMT400068064
Mmar Mamar 001650858
Cmar_Camar 016850030
Stub_PGSCO003DMCA00045978
sfal_gphfalx0093s0081
Lann_Luann_0020s0090
Pgla_PGLO0010280

Cbra_ BFEA010003241
Psom_XM_026571053
Nnuc_XM_010246848

Itin Isati 049250004
Spur_Sapur_003G148300
Chis Crahi_ 124950012
Bvul KMT17034

Casi_ 28243420
Cmar_Camar_0113s0027
Osat_LOC_0s01g16430
Camp_Caamp_0078s1100
casi_028246879_mod
Sbic_Sobic_003G126800
Pdru_ZZEI scaffold 2126917
Msin MisinT267700

Psit PSI00017843

Pdel Podel 01G035500
Msin Misin06G106700
Ghir A06G173900
Pmil_PQIB02000010
Cpep_pep XM 023692654
Ahyp_AH015638
Zygn_MFZO_scaffold_2022157
Lang OIW08132

Chis Crahi 148250007
Cvio Clevi 00110507
Kfed Kaladp0131s0016
slye 039097270
Opun_OPUNCO01G10650

Ghir A106190300
Mmar_Mamar_0004s0409
Vvin_VIT 2135008400050
Lusi_Lus10008702

Bsta Brast01G301000
Taes CS3A02G185800
Sspo_03G0034930_1B
abux_sb22706_1

Knit kf100437_10

Acoe AgeoelG006500
Cmos_XM_023089349

Alyr AL3G24120

Spir HAOX scaffold 2024011
Spen_039028040
Cole_Ciclevl0002346m
Bstr Bostr 3640s0021
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— Insufficient data - the calculation for this site was performed on less than 10% of the sequences.
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APENDICE 7 — Arvore filogenética ndo-enraizada das fitocistatinas no tipo Il utilizada

para os testes de selecao positiva.

O ramo evidenciado em roxo corresponde a D2 da filogenia completa das PhyCys-

Il e foi utilizado como foreground nos testes de modelos de ramo e ramo-sitio.
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