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APRESENTAÇÃO

A bioinformática é um campo interdisciplinar, que busca analisar, interpretar 
e processar dados biológicos, com foco na aplicação de técnicas computacionais 
intensivas, tais como: métodos computacionais, teoria de grafos, inteligência artificial, 
algoritmos matemáticos, reconhecimento de padrões, mineração de dados, algoritmos 
de aprendizado de máquina, processamento de imagens e simulação computacional. 
Como um campo interdisciplinar, a bioinformática combina diversas áreas do 
conhecimento, como: engenharia, matemática, física, química, estatística, ciência da 
computação e biologia, entre outras.

A coletânea “Introduction to bioinformatics” é um livro composto por 6 capítulos 
que abordam assuntos atuais, tais como: o adenocarcinoma gástrico que é uma 
malignidade com elevada incidência e mortalidade no mundo; o vírus zika (VZIK) que 
é um Arbovirus que pertence à família Flaviviridae; As H + -ATPases que são proteínas 
integrais da membrana plasmática que têm a capacidade de utilizar a energia química 
da hidrólise de ATP para expulsar os prótons para o ambiente extracelular, atuando 
na manutenção da homeostase iônica e transporte de solutos; o vírus da família 
Geminiviridae que tem sido intensamente estudado devido à gravidade das doenças 
causadas em várias culturas importantes como: feijão, algodão, milho, tomate e 
mandioca.

Espero que os capítulos deste livro possam contribuir efetivamente na 
disseminação dos conhecimentos relevantes da bioinformática, proporcionando uma 
visão ampla sobre este campo de conhecimento.

Assim, desejo a todos uma excelente leitura.

Ernane Rosa Martins
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RESUMO: As H+-ATPases são proteínas 
integrais da membrana plasmática que têm a 
capacidade de utilizar a energia química da 
hidrólise de ATP para  expulsar os prótons 
para o ambiente extracelular, atuando na 
manutenção da homeostase iônica e transporte 
de solutos. O presente trabalho objetivou 
identificar, caracterizar e analisar a distribuição 
filogenética da família multigênica H+-ATPase 
de membrana plasmática em monocotiledôneas 
da ordem Poales. Para este fim, os membros 
gênicos foram identificados e anotados em 
espécies da ordem Poales através de buscas 
em bancos de genomas disponíveis no NCBI 
e Phytozome, utilizando a ferramenta BLAST. 
As sequências 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 sequências continham entre 2 e 21 éxons 
formando janelas de leitura aberta (ORFs) 
apresentando entre 2.571 a 3.327 pb e proteínas 
contendo entre 857 a 976 aminoácidos. A análise 
filogenética agrupou as sequências em quatro 
clados distintos identificados como clado I-IV. O 
clado I, por apresentar apenas uma sequência 
representativa de cada espécie foi nomeada de 
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H+-ATPase1. Os clados II, III e IV foram nomeadas de H+-ATPase2 (2a, 2a1ou 2a2, 2b 
ou 2b1ou 2b2 e 2c), H+-ATPase3 (3a ou 3a1 ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,ou 3c) e H+-
ATPase4 (4a ou 4a1ou 4a2 ou 4b) respectivamente, por apresentarem duas ou mais 
sequências da mesma espécie. Esses resultados fornecem suporte para estudos que 
visem identificar a função específica de cada membro gênico entre espécies.
PALAVRAS-CHAVES: Anotação gênica, caracterização gênica, distribuição 
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 I, because it presented only one representative sequence of each 
species, was named H+-ATPase 1. Clades II, III and IV were named as H+-ATPase2 
(2a, 2a1ou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H+-ATPase3 (3a ou 3a1 ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 
3b2,ou 3c) e H+-ATPase4 (4a ou 4a1ou 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

1 |  INTRODUÇÃO

 As H+ -ATPases de membrana plasmática são proteínas integrais que atuam 
no bombeamento de prótons do citoplasma para o ambiente extracelular utilizando a 
energia química da hidrolise do ATP gerando força próton motriz que é fundamental 
para a atividade de um grande grupo de transportadores secundários que movem íons e 
metabólitos contra gradiente de concentração (PALMGREN, 2001; WDOWIKOWSKA; 
KLOBUS, 2016). Em plantas, essas bombas de prótons estão relacionadas a diferentes 
processos fisiológicos tais como, a absorção de nutrientes, a regulação do pH 
intracelular, a abertura estomática, o crescimento celular e a manutenção da homeostase 
iõnica (PALMGREN, 2001; DUBY; BOUTRY, 2009; TODA et al., 2016; MORSOMME; 
BOUTRY, 2000). Além disso, as H+ -ATPases estão associadas a mecanismos de 
aclimatação das plantas a condições de estresse. Estudos conduzidos nas espécies 
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Sorghum bicolor, Cucumis sativus e Aeluropus littoralis demonstraram um aumento no 
perfil de expressão gênica dessas H+ -ATPases quando submetidas a condições de 
estresse salino e hídrico (MIRANDA et al., 2017; WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016; 
OLFATMIRI et al.,2014). Embora essas proteínas apresentem papéis fisiológicos 
importantes, estudos sobre a sua caracterização gênica e distribuição filogenética 
ainda são escassos, limitando-se a poucas espécies. Dentre elas destacam-se as 
eudicotiledôneas Arabdopsis thaliana (GAXIOLA et al., 2007; ARANGO et al., 2003; 
HARPET et al., 1990) e Cucumis sativus (WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016) bem 
como as monocotiledôneas Oryza sativa (BAXTER, 2003) e Zea mays (SANTI et al., 
2003). Entretanto, nesses estudos não há conexão de nomenclatura e classificação 
filogenética entre os genes das diferentes espécies. Dessa forma, o presente 
trabalho objetivou identificar, caracterizar e analisar a distribuição filogenética da 
família multigênica das H+ -ATPases de membrana plasmática em monocotiledôneas 
da ordem Poales a fim de estabelecer uma classificação filogenética dos membros 
gênicos dentro dessa ordem.  

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Identificação e caracterização dos genes da família multigênica H+ -ATPase 

de membrana plasmática.

A identificação dos genes da família multigênica H+ -ATPase de membrana 
plasmática foi realizada através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool) disponível no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(ALTSCHUL et al., 1997). A sequência protéica da H+ -ATPase de membrana plasmática 
do arroz (ID: XP_015620234.1) foi utilizada como referência para a busca de genes 
homólogos nos genomas das espécies Aegilops tauschii; Brachypodium distachyon; 
Oryza sativa; Panicum hallii; Leersia perrieri; Setaria viridis; Zea mays; Zoysia japônica 
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.nlm.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 sequências 
homólogas encontradas apenas as que tiveram identidade acima de 45% foram 
selecionadas. No processo de identificação, estes genes foram manualmente anotados 
para a dedução dos cDNAs utilizando como referência as seqüências de mRNA das H+ 

-ATPase de membrana plasmática 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 sequências de aminoácidos com o auxílio da ferramenta de tradução disponível 
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no servidor da web EXPASY (web.expasy.org/translate). As proteínas deduzidas foram 
validadas através da comparação com sequências homólogas, depositadas no banco 
de proteínas (Non-redundant).  O processo de anotação foi realizado de acordo com o 
método proposto por Costa et al. (2014), o que também possibilitou a identificação do 
número de éxons, íntrons e janela de leitura aberta (ORFs).

2.2 Alinhamento de sequências e analise filogenética

O alinhamento das proteínas deduzidas, objetivando a análise filogenética, foi 
realizado através do algoritmo MUSCLE usando o método de agrupamento UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages). A análise filogenética 
foi construída através do método Neighbor joining, (SAITOU & NEI, 1987) utilizando 
como modelo de substituição 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).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Identificação e anotação dos genes da H+ -ATPase de membrana plasmática 

na ordem Poales.

No presente estudo foram identificadas e anotadas um total de 103 sequências 
gênicas que codificam bombas de prótons H+ -ATPase de membrana plasmática da 
ordem Poales. O número de genes identificados variou de 9 genes nas espécies 
Aegilops tauschii e Brachypodium distachyon a  12 genes em Zea mays (ver figura 
1). A análise dos genomas de Arabdopsis thaliana e Oriza sativa revelou a presença 
de pelo menos onze e dez genes, respectivamente, que codificam as proteínas H+ 

-ATPase de membrana plasmática (ARANGO et al., 2003; BAXTER et al., 2003), o que 
corrobora com a quntidade de genes encontrados no presente trabalho. Entretanto, 
com relação a Zea mays, apenas 4 genes haviam sido relatados anteriormente (SANTI 
et al., 2003), portanto, nosso estudo revela a presença de outros 8 genes no genoma 
dessa espécie.

A caracterização gênica mostrou que as sequências continham entre 2 e 21 éxons 
formando janelas de leitura aberta (ORFs) apresentando entre 2.571 a 3.327 pares de 
base (pb) e proteínas contendo entre 857 a 976 aminoácidos. 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 análise das proteínas deduzidas revelou que o ponto isoelétrico 
teórico variou de 5.62 a 7.05, enquanto que a massa molecular apresentou valores 
entre 93,56 a 106,56 kDa reforçando resultados descritos em estudos anteriores 
(PALMGREEN,2001).
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Figura 1 - Caracterização dos genes da H+ -ATPase em espécies da ordem Poales.

3.2 Análise filogenética

A análise filogenética revelou que as sequências eram distribuídas em quatro 
clados distintos identificados como clado I-IV. No clado I, as sequencias foram 
nomeadas de H+ -ATPase1 unicamente, tendo em vista a existência de apenas uma 
sequência representativa em cada espécie. Já nos clados II, III e IV as sequências 
foram nomeadas de H+ -ATPase2 (2a, 2a1ou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H+ -ATPase3 
(3a ou 3a1 ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,ou 3c) e H+ -ATPase4 (4a ou 4a1ou 4a2 ou 
4b), respectivamente, por apresentarem duas ou mais sequências representativas na 
mesma espécie. As espécies Zea mays, Sorghum bicolor e Panicum halli apresentaram 
proteínas em todos os clados, exceto clado I, indicando que os genes da H+ -ATPase1 
foram deletados na subfamília Panicoideae. Ademais, o maior número de genes 
nos clados II, III e IV sugere possíveis processos de duplicação. 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 I a IV.  As cores, amarelo, verde, azul e 
rosa foram utilizadas no processo de identificação dos clados I, II, III e IV respectivamente. A 

cor marrom foi utilizada para identificar a alga Chlamydomonas reinhardtii utilizada como grupo 
EXTERNO.

4 |  CONCLUSÃO

A analise da caracterização gênica e da distribuição filogenética dos membros da 
família multigênica H+ -ATPase na ordem Poales fornece uma classificação confiável 
dentro do grupo das monocotiledôneas, possibilitando a identificação de genes 
ortólogos. Esta classificação dará suporte a estudos que visem identificar a função 
específica de cada membro gênico entre espécies.
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