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APRESENTACAO

A bioinformatica € um campo interdisciplinar, que busca analisar, interpretar
e processar dados biolodgicos, com foco na aplicacdo de técnicas computacionais
intensivas, tais como: métodos computacionais, teoria de grafos, inteligéncia artificial,
algoritmos matematicos, reconhecimento de padrdes, mineracao de dados, algoritmos
de aprendizado de maquina, processamento de imagens e simulagdo computacional.
Como um campo interdisciplinar, a bioinformatica combina diversas areas do
conhecimento, como: engenharia, matematica, fisica, quimica, estatistica, ciéncia da
computacéao e biologia, entre outras.

A coletanea “Introduction to bioinformatics” € um livro composto por 6 capitulos
gue abordam assuntos atuais, tais como: o adenocarcinoma gastrico que é uma
malignidade com elevada incidéncia e mortalidade no mundo; o virus zika (VZIK) que
€ um Arbovirus que pertence a familia Flaviviridae; As H + -ATPases que s&o proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a capacidade de utilizar a energia quimica
da hidrélise de ATP para expulsar os prétons para o ambiente extracelular, atuando
na manutencdo da homeostase idnica e transporte de solutos; o virus da familia
Geminiviridae que tem sido intensamente estudado devido a gravidade das doencas
causadas em varias culturas importantes como: feijao, algodao, milho, tomate e
mandioca.

Espero que os capitulos deste livro possam contribuir efetivamente na
disseminagdo dos conhecimentos relevantes da bioinformatica, proporcionando uma
visdo ampla sobre este campo de conhecimento.

Assim, desejo a todos uma excelente leitura.

Ernane Rosa Martins
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RESUMO: As H*ATPases sao proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a
capacidade de utilizar a energia quimica da
hidrélise de ATP para expulsar os prétons
para 0 ambiente extracelular, atuando na
manutenc¢do da homeostase ibnica e transporte
de solutos. O presente trabalho objetivou
identificar, caracterizar e analisar a distribuicao
filogenética da familia multigénica H+-ATPase
de membrana plasmatica em monocotiledéneas
da ordem Poales. Para este fim, os membros
génicos foram identificados e anotados em
espécies da ordem Poales através de buscas
em bancos de genomas disponiveis no NCBI
e Phytozome, utilizando a ferramenta BLAST.
As sequéncias foram alinhadas pelo algoritmo
MUSCLE e agrupadas pelo método Neighbor
joining, a partir de 1000 replicatas, através do
programa MEGA 7.0. Os resultados revelaram
que as sequéncias continham entre 2 e 21 éxons
formando janelas de leitura aberta (ORFs)
apresentando entre 2.571 a 3.327 pb e proteinas
contendo entre 857 a 976 aminoacidos. Aanalise
filogenética agrupou as sequéncias em quatro
clados distintos identificados como clado I-IV. O
clado I, por apresentar apenas uma sequéncia
representativa de cada espécie foi nomeada de
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H+*ATPase1. Os clados I, lll e IV foram nomeadas de H*-ATPase2 (2a, 2alou 2a2, 2b
ou 2b1ou 2b2 e 2c¢), H*-ATPase3 (3a ou 3al ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,0u 3c) e H*-
ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou 4b) respectivamente, por apresentarem duas ou mais
sequéncias da mesma espécie. Esses resultados fornecem suporte para estudos que
visem identificar a func&o especifica de cada membro génico entre espécies.
PALAVRAS-CHAVES: Anotacdo génica, caracterizacdo génica, distribuicao
filogenética.

ABSTRACT: The H*-ATPases are integral proteins of the plasma membrane that have
the capacity to use the chemical energy of the hydrolysis of ATP to expel the protons
to the extracellular environment, acting in the maintenance of ionic homeostasis and
transport of solutes. The present work aimed to identify, characterize and analyze the
phylogenetic distribution of the multigenic H*-ATPase family of plasma membrane in
monocotyledons of the order Poales. For this purpose, gene members were identified
and annotated in species of the order Poales through searches in genomes database
available in the NCBI and Phytozome, using the tool BLAST. The sequences were
aligned by the MUSCLE algorithm and grouped by the Neighbor joining method,
from 1000 replicates, through the MEGA 7.0 program. The results revealed that the
sequences contained between 2 and 21 exons forming open reading frames (ORFs)
ranging from 2.571 to 3.327 bp and proteins containing between 857 and 976 amino
acids. Phylogenetic analysis grouped the sequences into four distinct clades identified
as clade I-IV. Clade |, because it presented only one representative sequence of each
species, was named H*-ATPase 1. Clades Il, Ill and IV were named as H*-ATPase2
(2a, 2alou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H*-ATPase3 (3a ou 3a1 ou 3a2, 3b, ou 3b1ou
3b2,0u 3c) e H*-ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou 4b), respectively, as they present two or
more sequences of the same species. These results provide support for studies aimed
at identifying the specific function of each gene member between species.
KEYWORDS: Gene annotation, gene characterization, phylogenetic distribution

11 INTRODUCAO

As H* -ATPases de membrana plasmatica sdo proteinas integrais que atuam
no bombeamento de prétons do citoplasma para o ambiente extracelular utilizando a
energia quimica da hidrolise do ATP gerando forca préton motriz que é fundamental
para a atividade de um grande grupo de transportadores secundarios que movem ions e
metabdlitos contra gradiente de concentragéao (PALMGREN, 2001; WDOWIKOWSKA;
KLOBUS, 2016). Em plantas, essas bombas de prétons estéo relacionadas a diferentes
processos fisiologicos tais como, a absorcédo de nutrientes, a regulacdo do pH
intracelular, aabertura estomatica, o crescimento celulare amanutencéo dahomeostase
idbnica (PALMGREN, 2001; DUBY; BOUTRY, 2009; TODA et al., 2016; MORSOMME;
BOUTRY, 2000). Além disso, as H* -ATPases estao associadas a mecanismos de
aclimatacéo das plantas a condi¢cdes de estresse. Estudos conduzidos nas espécies
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Sorghum bicolor, Cucumis sativus e Aeluropus littoralis demonstraram um aumento no
perfil de expressdo génica dessas H* -ATPases quando submetidas a condi¢coes de
estresse salino e hidrico (MIRANDA et al., 2017; WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016;
OLFATMIRI et al.,2014). Embora essas proteinas apresentem papéis fisioldégicos
importantes, estudos sobre a sua caracterizacdo génica e distribuicao filogenética
ainda sdo escassos, limitando-se a poucas espécies. Dentre elas destacam-se as
eudicotiledéneas Arabdopsis thaliana (GAXIOLA et al., 2007; ARANGO et al., 2003;
HARPET et al.,, 1990) e Cucumis sativus (WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016) bem
como as monocotiledéneas Oryza sativa (BAXTER, 2003) e Zea mays (SANTI et al.,
2003). Entretanto, nesses estudos nao ha conexao de nomenclatura e classificacao
filogenética entre os genes das diferentes espécies. Dessa forma, o presente
trabalho objetivou identificar, caracterizar e analisar a distribuicdo filogenética da
familia multigénica das H* -ATPases de membrana plasmética em monocotiledéneas
da ordem Poales a fim de estabelecer uma classificacéo filogenética dos membros
génicos dentro dessa ordem.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacao e caracterizacao dos genes da familia multigénica H*-ATPase

de membrana plasmatica.

A identificacdo dos genes da familia multigénica H* -ATPase de membrana
plasmatica foi realizada através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponivel no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(ALTSCHUL et al., 1997). Asequéncia protéica da H*-ATPase de membrana plasmatica
do arroz (ID: XP_015620234.1) foi utilizada como referéncia para a busca de genes
homologos nos genomas das espécies Aegilops tauschii; Brachypodium distachyon;
Oryza sativa; Panicum hallii; Leersia perrieri; Setaria viridis; Zea mays; Zoysia japdnica
e Ananas comosus todas pertencentes a ordem Poales e depositados nos bancos de
dados Whole Genome Shotgun (WGS), Refseq representative genomes do GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.
html). Os genes da alga Chlamydomonas reinhardtii foram também identificados
para serem utilizados como grupo externo. Deve-se ressaltar que das sequéncias
homologas encontradas apenas as que tiveram identidade acima de 45% foram
selecionadas. No processo de identificacéo, estes genes foram manualmente anotados
para a deducdo dos cDNAs utilizando como referéncia as seqiéncias de mRNA das H*
-ATPase de membrana plasmatica depositadas nos bancos de dados RNA, tais como,
Refseq_RNA (Reference RNAsequence), EST (Expressed Sequence Tags) e TSA
(Transcriptome Shotgun Assempby). Em seguida, os cDNAs obtidos foram traduzidos
em sequéncias de aminoacidos com o auxilio da ferramenta de traducéo disponivel
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no servidor da web EXPASY (web.expasy.org/translate). As proteinas deduzidas foram
validadas através da comparagcéo com sequéncias homoélogas, depositadas no banco
de proteinas (Non-redundant). O processo de anotagao foi realizado de acordo com o
método proposto por Costa et al. (2014), o que também possibilitou a identificacdo do
nuamero de éxons, introns e janela de leitura aberta (ORFs).

2.2 Alinhamento de sequéncias e analise filogenética

O alinhamento das proteinas deduzidas, objetivando a analise filogenética, foi
realizado através do algoritmo MUSCLE usando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages). A andlise filogenética
foi construida através do método Neighbor joining, (SAITOU & NEI, 1987) utilizando
como modelo de substituicdo o Poisson model. Além disso, foram usados valores
de bootstraps gerados a partir de 1000 replicatas, através do programa MEGA 7.0.
(KUMAR et al., 2016).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacao e anotacao dos genes da H*-ATPase de membrana plasmatica

na ordem Poales.

No presente estudo foram identificadas e anotadas um total de 103 sequéncias
génicas que codificam bombas de prétons H* -ATPase de membrana plasmatica da
ordem Poales. O numero de genes identificados variou de 9 genes nas espécies
Aegilops tauschii e Brachypodium distachyon a 12 genes em Zea mays (ver figura
1). A analise dos genomas de Arabdopsis thaliana e Oriza sativa revelou a presenca
de pelo menos onze e dez genes, respectivamente, que codificam as proteinas H*
"ATPase de membrana plasméatica (ARANGO et al., 2003; BAXTER et al., 2003), o que
corrobora com a quntidade de genes encontrados no presente trabalho. Entretanto,
com relagao a Zea mays, apenas 4 genes haviam sido relatados anteriormente (SANTI
et al., 2003), portanto, nosso estudo revela a presenca de outros 8 genes no genoma
dessa espécie.

A caracterizagcao génica mostrou que as sequéncias continham entre 2 e 21 éxons
formando janelas de leitura aberta (ORFs) apresentando entre 2.571 a 3.327 pares de
base (pb) e proteinas contendo entre 857 a 976 aminoacidos. Resultados semelhantes
foram anteriormente demonstrados nas espécies Oryza Sativa, Cucumis sativus e
Solanum lycopersicum (ARANGO et. al, 2003; WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016;
LIU et al., 2016). A anélise das proteinas deduzidas revelou que o ponto isoelétrico
tedrico variou de 5.62 a 7.05, enquanto que a massa molecular apresentou valores
entre 93,56 a 106,56 kDa reforcando resultados descritos em estudos anteriores
(PALMGREEN,2001).
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Caracterizagdo génica

Familia Espécie Quantidade de Exons Nimero de Ponto Peso Molecular
genes aminoacidos Isoelétrico (kDa)
(PI)
Poaceae Oryzae Oryzasativa 10 03a21 2580a2.874 8592957 5632643 | 93,76a105,53
Leersia Perriere 10 04a21 2.571a2.904 8592967 5.80a642 | 93,76a105,86
Triticeae Aegilops tauschii 9 03a21 2.95523.534 94523976 562a65 | 103,37a106,52
Brachypodieae | Brachypodium 9 03a21 284123327 946 2976 567a6.19 | 103.49a106.32
distachyon
Andropogoneae | Shorghum bicolor " 02a21 2.574a23.195 8572974 5.81a6.64 | 93.56a106.41
Zeamays 12 02a21 257423597 8572972 5652649 | 93.76a106,34
Paniceae Selaria viridis 10 02a21 2.63623089 8712968 5.72a 6.54 | 95,02a105,74
Panicum halli 10 03a21 257422925 857a 974 5682646 | 93.79a106.26
Zoysieae Zoysia japonica 1 03a21 2.853a2.874 950 2956 5.79a6.87 | 103.91a105,22
Bromeleaceae Ananas comosiis 10 12a21 2.850 a3.105 9493971 586a7,05 | 104.36a106.31

Figura 1 - Caracterizagéo dos genes da H* -ATPase em espécies da ordem Poales.

3.2 Analise filogenética

A anadlise filogenética revelou que as sequéncias eram distribuidas em quatro
clados distintos identificados como clado I-IV. No clado |, as sequencias foram
nomeadas de H* -ATPase1 unicamente, tendo em vista a existéncia de apenas uma
sequéncia representativa em cada espécie. Ja nos clados I, lll e IV as sequéncias
foram nomeadas de H* -ATPase2 (2a, 2alou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H* -ATPase3
(3a ou 3a1 ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,0u 3c) e H* -ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou
4b), respectivamente, por apresentarem duas ou mais sequéncias representativas na
mesma espécie. As espécies Zea mays, Sorghum bicolore Panicum halli apresentaram
proteinas em todos os clados, exceto clado |, indicando que os genes da H* -ATPase1
foram deletados na subfamilia Panicoideae. Ademais, 0 maior niUmero de genes
nos clados I, Ill e IV sugere possiveis processos de duplicacdo. Nesse sentido, a
espécie Ananas comosus apresentou genes duplicados em todos os clados citados
anteriomente.
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Figura 2. Analise filogenética da H* -ATPase. As sequencias protéicas das H* -ATPase foram
agrupadas em quatro clados distintos nomeados de | a IV. As cores, amarelo, verde, azul e

rosa foram utilizadas no processo de identificacédo dos clados |, Il, 1l e IV respectivamente. A
cor marrom foi utilizada para identificar a alga Chlamydomonas reinhardtii utilizada como grupo
EXTERNO.

41 CONCLUSAO

A analise da caracterizagédo génica e da distribuicdo filogenética dos membros da
familia multigénica H* -ATPase na ordem Poales fornece uma classificacao confiavel
dentro do grupo das monocotiledéneas, possibilitando a identificacdo de genes
ortélogos. Esta classificacao dara suporte a estudos que visem identificar a funcao
especifica de cada membro génico entre espécies.
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