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RESUMO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa de grande importancia
econémica, amplamente cultivada e consumida em varias regides do mundo. No
entanto, seu cultivo enfrenta desafios devido a exposicdo a diversos tipos de
estresses, como seca, salinidade e pragas, que podem comprometer sua
produtividade e qualidade. A familia génica de transportadores MC (Mitochondrial
carrier) € essencial na resposta das plantas a estresses abioticos, como seca,
salinidade e frio. No entanto, ha uma caréncia de informagdes sobre a familia MC
em P. vulgaris. Assim, objetivou-se identificar e caracterizar genes e proteinas MC
no genoma e proteoma do feijdo comum utilizando ferramentas de bioinformatica. A
identificacdo dessas proteinas ocorreu via BLASTp (e-value < e-10) no proteoma de
P. vulgaris alocado no NCBI. As sequéncias peptidicas identificadas foram
analisadas no HMMER e InterProScan para confirmagdo do dominio proteico. O
peso molecular e ponto isoelétrico foram determinados no ExPASy, enquanto a
localizagdo subcelular ocorreu no DeeplLoc. A caracterizagdo génica envolveu a
determinacdo do numero de exons e a localizacdo cromossémica foi realizada via
NCBI e TbTools, os motivos proteicos foram preditos no MEME. Ja a analise
filogenética com as proteinas MC de A. thaliana e P. vulgaris foi feita nos softwares
MAFFT e IQTree. Foram identificadas 80 proteinas PvMC (tamanho entre 127 e 812
aa), correspondentes a 74 genes de P. vulgaris. O peso molecular alternou entre
14100,39 (PVvMC 64) a 39790,21 Da (PvMC 4) e o ponto isoelétrico variou de 5,44
(PvMC 61a) a 9,99 (PvMC 25). A maioria das proteinas PvMC (97,5%) é encontrada
na mitocondria, embora uma foi prevista ocorrendo no peroxissomo e outra no
plastideo. Os genes PvMC possuem de 1 a 13 éxons e est&o distribuidos em todos
os cromossomos de P. vulgaris. O numero de genes por cromossomo variou de 3
(cromossomo 11) e 14 (cromossomo 2). As PvMC tiveram entre 0 e 8 regides
transmembranas. Na analise do MEME foram identificados 10 motivos conservados,
sendo os motivos 2, 1 e 3 os mais conservados e o motivo 10 o menos conservado.
A analise filogenética foi feita utilizando 74 proteinas MC de P. wvulgaris e 25
proteinas MC caracterizadas de A. thaliana. Na arvore filogenética as proteinas
foram divididas em quatro subfamilias principais: nucleotideos e dinucleotideos;
di-/tri-carboxilatos e cetoacidos; aminoacidos; e outros substrato e subdividida em 10
subgrupos: AAC, APC, NDT, ORNITHINE, DIC, DTC, UCP, SFC, SAMC e MRS.
Varios MCs caracterizados de A. thaliana e outras espécies estao envolvidos em
funcbes essenciais bem como na resposta das plantas a estresses bidticos e
abidticos. Assim, a identificagdo e caracterizagdo da familia MC aqui apresentada,
fornece informacgdes uteis aos programas de melhoramento de P. vulgaris.

Palavras-chave: transportadores MC; feijao comum; bioinformatica.



ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a legume of great economic
importance, widely cultivated and consumed in various regions of the world.
However, its cultivation faces challenges due to exposure to various types of
stresses, such as drought, salinity, and pests, which can compromise its productivity
and quality. The MC (mitochondrial carrier) gene family is essential in the plant's
response to abiotic stresses, such as drought, salinity, and cold. However, there is a
lack of information on the MC family in P. vulgaris. Therefore, we aimed to identify
and characterize MC genes and proteins in the genome and proteome of the
common bean using bioinformatics tools. These proteins were identified via BLASTp
(e-value < e-10) in the P. vulgaris proteome hosted at NCBI. The identified peptide
sequences were analyzed in HMMER and InterProScan to confirm the protein
domain. The molecular weight and isoelectric point were determined in ExPASYy,
while the subcellular localization was performed in DeepLoc. Gene characterization
involved the determination of the number of exons and the chromosomal localization
was performed via NCBI and TbTools, the protein motifs were predicted in MEME.
The phylogenetic analysis with the MC proteins of A. thaliana and P. vulgaris was
performed in the MAFFT and IQTree software. Eighty PvMC proteins (size between
127 and 812 aa) were identified, corresponding to 74 P. vulgaris genes. The
molecular weight ranged from 14,100.39 (PvMC 64) to 39,790.21 Da (PvMC 4), and
the isoelectric point ranged from 5.44 (PvMC 61a) to 9.99 (PvMC 25). Most PvMC
proteins (97.5%) are found in mitochondria, although one was predicted to occur in
the peroxisome and another in the plastid. PvMC genes have 1 to 13 exons and are
distributed throughout all P. vulgaris chromosomes. The number of genes per
chromosome ranged from 3 (chromosome 11) to 14 (chromosome 2). PvMCs had
between 0 and 8 transmembrane regions. The MEME analysis identified 10
conserved motifs, with motifs 2, 1, and 3 being the most conserved, and motif 10
being the least conserved. Phylogenetic analysis was performed using 74 P. vulgaris
MC proteins and 25 characterized A. thaliana MC proteins. In the phylogenetic tree,
the proteins were divided into four main subfamilies: nucleotides and dinucleotides;
di-/tri-carboxylates and ketoacids; amino acids; and other substrates and subdivided
into 10 subgroups: AAC, APC, NDT, ORNITHINE, DIC, DTC, UCP, SFC, SAMC, and
MRS. Several characterized MCs from A. thaliana and other species are involved in
essential functions as well as in the plant response to biotic and abiotic stresses.
Thus, the identification and characterization of the MC family presented here
provides useful information for P. vulgaris breeding programs.

Keywords: MC transporters; common bean; bioinformatics.
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AAC (ADP/ATP catrrier)

ABA (Abscisic acid)

APC (ATP-Mg/Pi carrier)

BAC2 (Basic Amino Acid Carrier 2)

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
DIC (Dicarboxylate carrier)

DNA (deoxyribonucleic acid)

DTC (Di-/tri-carboxylate carrier)

GSDS (Gene Structure Display Server)

IMM (Inner mitochondrial membrane)

IMS (Intermembrane space)

MC (Mitochondrial Carrier)

MM (Mitochondrial matrix)

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
NDT (NAD+ carrier)

OAA (Oxaloacetate)

OMM (Outer mitochondrial membrane)
ORNITHINE/ORC (Ornithine carrier)

PIC (Phosphate carrier)

SAMC (S-adenosylmethionine carrier)

SFC (Succinate/fumarate carrier)

TAIR (The Arabidopsis Information Resource)
TCA (Tricarboxylic acid)

UCP (Uncoupling protein)

UniProt (Universal Protein Resource)

UniProtKB (Universal Protein Resource Knowledgebase)
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1 INTRODUGCAO

As proteinas MC (Mitochondrial Carrier) pertencem a uma extensa familia de
transportadores da membrana interna mitocondrial, responsaveis pelo transporte de
diversos metabdlitos entre o citosol e a matriz mitocondrial. Embora a maioria
dessas proteinas estejam localizadas nas mitocdndrias, elas também podem ser
encontradas em outras organelas celulares (Mi-Ichi et al., 2015). Essas proteinas
desempenham fungdes essenciais, transportando moléculas, como metabdlitos,
nucleotideos, cofatores e anions inorganicos, o que é crucial para a regulacao das
fungdes tanto das mitocéndrias quanto do citoplasma (Taylor, 2017).

As caracteristicas especificas de suas sequéncias permitiram a identificacédo
de seus genes em diversos organismos, por exemplo, sdo conhecidos 53 genes em
Homo sapiens, 35 em Saccharomyces cerevisiae € 60 em Arabidopsis thaliana.
Essa diversidade destaca a importadncia das proteinas MC na manutencdo da
homeostase celular e na adaptagao a diferentes condi¢des fisioldgicas (Monné et al.,
2023).

Além de suas fungdes basicas de transporte, as proteinas MC desempenham
um papel crucial na adaptagdo das células a condicbes de estresse. Elas sao
reguladas por diversos sinais celulares e podem alterar sua atividade em resposta a
estresses bidticos, como infecgdes por patdgenos, e abidticos, como salinidade e
seca (Nunes, 2010).

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), € uma das leguminosas mais
importantes economicamente, cultivada e consumida em todo o mundo (Uebersax et
al., 2023). Esta leguminosa é considerada uma fonte de proteina de baixo custo, o
que a torna acessivel a pessoas em paises em desenvolvimento. Além disso, os
graos possuem grande valor nutricional, composto principalmente por carboidratos,
proteinas e lipidios, além de vitaminas, minerais e compostos nao nutricionais como
compostos fendlicos, saponinas, taninos, entre outros (Cid-Gallegos et al., 2023).

O cultivo do feijao comum enfrenta diversos desafios, especialmente devido a
influéncia de estresses bidticos e abidticos que comprometem sua produtividade
(Lobaton et al., 2018). Entre os estresses bidticos que afetam a cultura, destacam-se
doengas causadas por bactérias, como crestamento bacteriano comum
(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), além de infec¢des fungicas, viroses, pragas

de insetos e nematoides. Ja os principais estresses abibticos incluem a seca, altas e
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baixas temperaturas, bem como deficiéncias ou toxicidades de nutrientes no solo
(Assefa et al., 2019).

Devido sua importancia socioecondmica, os estudos sobre a cultura do feijao
comum tém como principal objetivo o melhoramento genético da espécie, com foco
no desenvolvimento de cultivares mais resistentes a estresses bidticos e abidticos.
Além disso, busca-se obter variedades que produzam graos com elevado valor
nutricional e caracteristicas superiores (Tavares, 2023).

Diante disso, torna-se fundamental identificar e caracterizar as familias
génicas de proteinas envolvidas na resposta a estresses em plantas, pois isso
contribui na compreensao de suas funcdes e oferece subsidios importantes para os
programas de melhoramento genético voltados a obtencdo de cultivares mais
adaptadas as condi¢cdes ambientais adversas (Kang et al., 2019). Nesse sentido, o
uso de ferramentas de bioinformatica tem se mostrado indispensavel, pois permite a
analise, manipulagdo e interpretagcdo de grandes volumes de dados bioldgicos,
otimizando o processamento das informagdes geradas em estudos de gendmica,
transcriptdbmica e outras abordagens aplicadas a biotecnologia vegetal (Damiao,
2019).

Considerando o papel da familia de transportadores MC no desenvolvimento
vegetal e na resposta a estresses, bem como a importancia socioeconémica do
feijao comum, este trabalho teve como objetivo realizar uma caracterizagcao
detalhada da estrutura génica e proteica, bem como predicdo de fungcdo dessa

familia génica em P. vulgaris por meio de técnicas de bioinformatica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris)

O feijao comum (P. vulgaris) € uma dicotiledonea herbacea pertencente a
familia botanica Fabaceae (Lima, 2020). E considerada a terceira maior familia de
plantas com flores, com aproximadamente 19.500 espécies e 770 géneros, podendo
ser encontrada em todos os biomas do mundo, exceto na Antartida e no alto Artico
(Maroyi, 2023). A familia Fabaceae é bastante diversa e abrange uma ampla
variedade de formas de vida, incluindo arvores, arbustos, subarbustos, lianas
lenhosas, trepadeiras de ciclo anual, além de espécies herbaceas e aquaticas
(Hasanuzzaman; Araujo; Gill, 2020).

Dentre os géneros pertencentes a familia, o género Phaseolus compreende
cerca de 55 espécies, no Brasil, uma das espécies mais relevantes € o feijdao comum
(P. vulgaris) (Oliveira et al., 2025), devido a sua grande importancia econémica e
social (Fernandes et al., 2020).

O genoma do feijdo comum é constituido por 11 cromossomos, com cerca de
34 mil genes e um genoma com aproximadamente 537,5 Mb de acordo com o NCBI
(2024). Segundo Dias (2021), o feijao é uma leguminosa que apresenta grande
polimorfismo nas caracteristicas de crescimento, tamanho, cor da flor, frutos e
sementes. O sistema radicular do feijdo € do tipo pivotante e atinge
aproximadamente 1 m de altura. Quanto ao seu habito de crescimento (Figura 1)
pode ser determinado (ereto) ou indeterminado (semi ereto, prostrado e trepador)
(Galdino, 2020).
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Figura 1. Habitos de crescimento e porte de plantas em feijao comum.

Determinado, Indeterminado, Indeterminado, Indeterminado,
porte | porte || porte Il porte [V

Fonte: Carbonell; Chiorato; Bezerra (2021).

O caule da planta do feijdo comum possui uma haste principal, da qual
surgem ramos laterais que se desenvolvem nas axilas das folhas. Os ramos
primarios se formam diretamente da haste principal, enquanto os ramos secundarios
se originam dos primarios (Figura 2). Essa estrutura varia conforme a morfologia da

planta e o seu tipo de crescimento (Lima, 2020).

Figura 2. Ramificagdes da haste do feijéo.

+———Talo Principal

+«— Ramo Primario

o _\ / Ramo Secundario

Fonte: Kluthcouski (2009).

O P, vulgaris apresenta como caracteristicas folhas simples, opostas, alternas
e composta por trés foliolos (Gomes, 2021). As flores estdo dispostas em
inflorescéncias, contendo corola com cinco pétalas: uma mais externa e maior,

chamada de estandarte, duas laterais menores e estreitas e duas inferiores,
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envolvendo os 6rgaos reprodutivos, a quilha. A coloragéo da corola pode variar entre
branco, rosa ou roxa (violeta), podendo apresentar coloragdo uniforme por toda a

corola, ou ser bicolor (Figura 3) (Santos, 2019).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas do P. vulgaris: (A) folhas da planta, (B e C) variagbes

na cor das flores e (D) vagem verde do feijao.

Fonte: Adaptado de Oliveira (2018).

Outra caracteristica importante da cultura do feijao é a fixagao de nitrogénio
atmosférico através de bactérias do género Rhizobium, presentes nos noédulos
radiculares. Essa condi¢cao é importante pelo beneficio econdémico e ambiental,
pois reduz o numero de fertilizantes necessarios para as proximas culturas (Braga,
2020).

O feijdao comum é cultivado em regides de clima temperado e subtropical,
sendo uma das culturas mais importantes globalmente, consumida diretamente na
alimentagdao humana e produzida em todos os continentes (Franciscon et al., 2014).
A produgao mundial ocupa aproximadamente 30 milhées de hectares, com destaque
para a Africa e a América Latina. Paises como México, China, india e Brasil lideram
a producgdo, tornando o feijdo uma commodity agricola de grande relevancia
econdmica (Coélho, 2021). Na Africa, o feijdo é fundamental para a subsisténcia de
pequenos produtores rurais € uma das culturas mais negociadas nos mercados
internacionais de graos (Broughton et al., 2003).

O feijdo comum é o alimento mais popular no pais, presente em 94% das
dietas brasileiras, sendo uma fonte essencial de proteinas, ferro, fibras, vitaminas do
complexo B, zinco e magnésio (Vinholis et al., 2019; Lima, 2017). O Brasil € um dos
maiores produtores e consumidores mundiais, com produgdo concentrada nos
estados do Parana, Minas Gerais, Bahia, Goias e Mato Grosso (CONAB, 2022).
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Na regido nordeste, o feijdo desempenha um papel socioeconédmico
significativo, sendo um alimento tradicional na dieta da populagdo e uma peca
fundamental nos sistemas agricolas da regido. A agricultura familiar € a principal
responsavel por essa produgdo, com o cultivo realizado, em sua maioria, por
pequenos produtores, embora também inclua médios e grandes agricultores. Seu
alto valor nutricional permite que o feijao seja consumido tanto na forma de gréaos
secos quanto ainda verdes, ampliando suas op¢des de uso na alimentagcdo e
contribuindo para a seguranga alimentar das comunidades rurais (Oliveira, 2023).

Entretanto, o feijdo comum & uma cultura suscetivel a estresses ambientais
bidticos e abidticos, que limitam a sua produtividade e reduzem a qualidade
comercial dos graos. A temperatura € um dos fatores que afeta diretamente o
desenvolvimento da cultura em diferentes estadios fisioldgicos, principalmente o
florescimento e a frutificagdo, visto que a planta do feijao € sensivel a altas e baixas
temperaturas (Pereira et al., 2014).

Os estresses hidrico e salino também sao fatores que impactam a produgéao
do feijao comum. Quando a salinidade do solo aumenta, a planta enfrenta
dificuldades para absorver agua, o que leva a uma redugdo na condutancia
estomatica. Assim a planta perde menos agua, mas também tem uma menor
entrada de CO, nas folhas, o que pode afetar seu crescimento e desenvolvimento
(Oliveira et al., 2017).

Além disso, o feijao é suscetivel a diversas doencgas, incluindo fungicas,
bacterianas e virdticas, cuja incidéncia pode levar a perdas significativas na
producao (Furlan, 2020). As principais doengas fungicas que afetam a parte aérea
do feijao incluem a antracnose, a mancha angular e a ferrugem. Em relacdo as
doencas bacterianas, as mais comuns sdo o crestamento bacteriano comum e a
murcha causada por Curtobacterium. Entre os virus que frequentemente afetam as
plantas de feijdo, destacam-se o virus do mosaico comum, o virus do mosaico
dourado e o Carlavirus (Lima, 2024).

O feijao comum enfrenta muitos desafios em seu cultivo, principalmente por
conta dos estresses causados por fatores bidticos e abidticos, que comprometem
seu desenvolvimento producédo (Elias, 2017). Diante disso, é essencial entender
como essa planta reage a essas adversidades, buscando conhecer os melhores

mecanismos que ajudam na sua defesa e adaptagéo. O estudo de familias génicas
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relacionadas a essas respostas, com o uso de ferramentas de bioinformatica, se

apresenta como um caminho promissor (Ferreira, 2017).

2.2 FAMILIA MC (Mitochondrial Carrier)

Ha cerca de 1,5 bilhdo de anos, uma bactéria ancestral do grupo
a-proteobactéria entrou em simbiose com uma célula ancestral eucaridtica,
resultando na formacao das mitocéndrias. Desde entdo, os processos metabdlicos
envolvendo multiplos compartimentos da célula séo facilitados por proteinas
transportadoras transmembrana especificas (Gray; Burger; Lang, 2018).

O transporte intracelular de metabdlitos mitocondriais desempenha um papel
crucial na respiragao celular, abrangendo o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), a
fosforilacao oxidativa, a biossintese de aminoacidos, a biossintese de acidos graxos,
a fotorrespiragdo e a fotossintese C4. Os intermediarios metabdlicos dessas vias
atravessam a membrana dupla da mitocéndria, que divide a mitocondria em quatro
subcompartimentos distintos: a membrana mitocondrial externa (OMM), o espago
intermembranar (IMS), a membrana mitocondrial interna (IMM) e a matriz
mitocondrial (MM) (Toleco, 2020).

Os transportadores mitocondriais sdo uma ampla familia de proteinas
incorporadas a membrana, localizadas principalmente na membrana interna das
mitocdndrias (Figura 4). Devido a membrana ser altamente impermeavel, apenas
algumas moléculas neutras, como o oxigénio e o dioxido de carbono, conseguem
atravessa-la sem auxilio de proteinas. Com isso, as proteinas MC desempenham um
papel essencial ao conectar as reagdes metabodlicas do citosol com a matriz
mitocondrial, promovendo o transporte de diversos solutos através da membrana
(Palmieri, 2013).



19

Figura 4. Familia de carreadores mitocondriais localizados na membrana interna,

responsaveis pelo transporte de metabdlitos entre a matriz e o espacgo intermembrana.
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Fonte: Adaptado de Horten; Colina-Tendrio; Rampelt (2020).

Apesar de pertencerem a mesma familia e apresentarem estruturas
semelhantes, essas proteinas catalisam o transporte altamente especifico de uma
ampla variedade de substratos, como nucleotideos, aminoacidos, dicarboxilatos,
tricarboxilatos, cofatores, vitaminas, fosfatos e prétons (H*). Embora sejam
chamadas de transportadores mitocondriais, nem todos estdo restritos as
mitocondrias, sendo também descritos na membrana plasmatica, nos peroxissomos,
cloroplastos, tilacéides e até no reticulo endoplasmatico (Figura 5) (Nunes-Nesi et
al., 2020).
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Figura 5. Localizagéo subcelular de membros MC.
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Historicamente, os primeiros estudos sobre esses transportadores utilizaram
métodos como medigao da distribuicdo de compostos radioativos e observagao de
alteracdes em propriedades 6pticas e redox. O primeiro transportador identificado foi
o de ADP/ATP (AAC), purificado de mitocdndrias de coragdo bovino na década de
1970. Desde entdo, mais de 50 novos transportadores mitocondriais foram
caracterizados, com 0s avangos no sequenciamento gendmico facilitando sua
identificagdo em modelos como A. thaliana (Palmieri, 2016).

Segundo Haferkamp; Schmitz-Esser (2012), as proteinas da familia MC
originaram-se de uma sequéncia ancestral que, apos fusdes e duplica¢des, formou
um modulo com duas hélices transmembranares. Duas duplicagbes adicionais
resultaram em uma estrutura com trés repeticdes, caracteristica da proteina
ancestral da familia MCF. Essa organizagéao tripla se manteve conservada ao longo
da evolugao, permitindo a diversificacdo funcional das proteinas atuais.

A maioria dos membros dessa familia séo relativamente pequenos, variando
de 30 a 35 kDa e cerca de 300 aminoacidos de comprimento e possuem uma regiao

conservada de seis hélices a transmembrana. A maior parte da estrutura primaria
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dos MCs é composta por trés regides homologas, cada uma com aproximadamente
100 aminoacidos de comprimento e ambos os terminais N e C estido voltados para o
espaco intermembranar (Toleco, 2020).

Cada uma dessas regides repetidas contém dois segmentos
transmembranares, que cercam uma pequena hélice disposta paralelamente a
bicamada lipidica. Essas repeticoes sdo formadas por duas hélices a
transmembrana hidrofébicas conectadas por uma alga hidrofilica voltada para a
matriz da mitocéndria. Além disso, cada uma dessas regides carrega um motivo
estrutural caracteristico da superfamilia de transportadores mitocondriais,
identificado como IPR023395 (Monné et al., 2019). Nas hélices a de numero impar,
encontra-se o motivo conservado PX[DE]XX[RK], cujos residuos carregados sao
capazes de formar pontes salinas entre os dominios. Os residuos envolvidos na
formacgdo das pontes salinas estabelecem ligagdes de hidrogénio com um residuo
de glutamina localizado nas proximidades, o que contribui para a estabilizagdo da
rede. Ja nas hélices a de numero par, encontra-se outro motivo conservado,
[YF][DE]xx[KR], capaz de formar uma segunda rede de pontes salinas, denominada
rede citoplasmatica. Essa, por sua vez, € formada por ligagdes de hidrogénio
envolvendo o residuo de tirosina presente no motivo (Ruprecht; Kunji, 2020).

Em A. thaliana, foram identificadas 60 proteinas da familia MC, no entanto,
estudos in vitro apontam diferentes especificidades de substrato, e sua funcao
fisiologica na planta ainda ndo estd completamente elucidada (Lee; Millar, 2016).
Segundo Monné (2019) esta falta de especificidade entre os MCs em vegetais é
surpreendente, considerando o controle metabdlico esperado no IMM. Dentre os
substratos transportados pelos MCs, estdo nucleotideos e dinucleotideos (como
ATP, ADP, AMP, NAD®, FAD/folato), di-/tricarboxilatos (como malato, succinato,
2-oxoglutarato  (2-OG), oxaloacetato (OAA), fumarato, citrato, isocitrato),
aminoacidos (como glutamato, aspartato, S-adenosilmetionina), cofatores (como
coenzima A, difosfato de tiamina) e ions (como fosfatos, prétons, Fe?'/**) (Lee; Millar,
2016).

As proteinas mitocondriais da familia MC desempenham um papel
fundamental na resposta das plantas as condi¢des de estresse. Entre os principais
transportadores envolvidos nesse processo, estdo DIC1 (Dicarboxylate carrier),
BAC2 (Basic Amino Acid Carrier 2), DIC2 (Dicarboxylate carrier), AAC e APC

(ATP-Mg/Pi carrier). Essas proteinas sdo responsaveis pelo controle do transporte
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de metabdlitos e pela manutengdo do equilibrio energético celular, especialmente
em situagdes adversas, como frio, salinidade, seca e estresse osmaético (Toka et al.,
2010; Planchais et al., 2014).

Algumas dessas proteinas, como as desacopladoras (UCPs), desempenham
um papel importante na prevengdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), protegendo assim as estruturas celulares. Outros, como o transportador
BAC2, sdo essenciais para a reciclagem de nutrientes e para a recuperagao do
crescimento apos periodos de estresse. Além disso, essas respostas respondem
aos sinais hormonais, como o acido abscisico (ABA), estabelecendo uma conexao
entre os processos metabdlicos e as respostas de defesa das plantas. Dessa forma,
as proteinas da familia MCs séo essenciais na adaptacdo das plantas a ambientes
hostis (Nunes-Nesi; Cavalcanti; Fernie, 2020).

Além disso, os carreadores de dicarboxilatos (DICs), ttm um papel relevante
na resposta das plantas a estresses bidticos. Os genes AtDIC1 e AtDIC2 sao
rapidamente ativados quando a planta entra em contato com o elicitor bacteriano
HrpZpto, originado da bactéria Pseudomonas syringae. Essa resposta vem
acompanhada de um aumento significativo na producdo de espécies reativas de
oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, e também da ativacdo de genes
antioxidantes. Esses transportadores ajudam a regular o equilibrio redox da
mitocdndria e participam ativamente do sistema de defesa da planta, permitindo uma
resposta mais eficiente contra patogenos (Barreto ef al., 2022).

Dessa forma, apesar dos avancos no conhecimento dos transportadores
mitocondriais em plantas, muitos MCs ainda nao tém suas fungbes bioquimicas
plenamente caracterizadas. A identificacdo dessas fungdes é fundamental para
compreender o metabolismo mitocondrial vegetal e ampliar estudos sobre sua
atuagdo na adaptagdo a diferentes condigbes ambientais (Fernie; Cavalcanti;
Nunes-Nesi, 2020).

2. 3 BIOINFORMATICA

Devido ao seu carater multidisciplinar, a bioinformatica € definida como a
utilizacdo de métodos computacionais, matematicos e estatisticos para interpretar
informacgdes genéticas, utilizando dados biolégicos (Igbal; Kumar, 2023). Nesse
contexto, os dados Omicos referem-se a conjuntos de informagdes biologicas

geradas a partir de tecnologias de alta capacidade, permitindo a analise em larga
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escala de diferentes tipos de biomoléculas (Paulo, 2024). Destaca-se que o genoma
€ o conjunto completo de genes e material genético de um organismo, e a
bioinformatica se concentra em estudar essas informagdes em larga escala
(Abdelkrim, 2023).

Dessa forma, a bioinformatica surgiu com o propdsito de integrar diferentes
areas do conhecimento especialmente a biologia e a informatica para tornar possivel
0 armazenamento, a interpretagdo, a organizacdo e a andlise de dados bioldgicos
em bancos de dados (Lima, 2019).

A bioinformatica também se destaca como uma ferramenta essencial nos
programas de melhoramento genético, principalmente por agilizar a interpretagéo
dos dados obtidos por meio do sequenciamento. Essa agilidade permite identificar
genes de interesse biotecnolégico com mais rapidez, contribuindo para o
desenvolvimento de culturas mais produtivas, mesmo em condigdes ambientais
desfavoraveis (Xia et al., 2019).

A bioinformatica comecou a se desenvolver por volta da década de 1960,
cerca de uma década antes do sequenciamento do DNA (deoxyribonucleic acid) se
tornar viavel. Entre os marcos importantes desse processo, estdao a descoberta da
estrutura do DNA por Watson e Crick, em 1953, e as pesquisas realizadas na
década de 1960 por cientistas como Pauling, Coren e Ramachandran, que
contribuiram com importantes dados sobre a bioquimica e a estrutura das proteinas
(Verli, 2014).

Margaret O. Dayhoff é reconhecida como a mae da bioinformatica por ter sido
uma das primeiras a organizar de forma sistematica o conhecimento sobre a
estrutura tridimensional das proteinas. Seu trabalho foi fundamental para o
desenvolvimento de tecnologias capazes de identificar sequéncias peptidicas e de
softwares voltados a visualizacdo de estruturas, especialmente aplicados a
cristalografia por raios X. Além disso, contribuiu com métodos computacionais para
comparar sequéncias de proteinas. Um de seus feitos mais notaveis foi a publicacéo
do Atlas of Protein Sequence and Structure, obra que marcou a histéria ao reunir e
tornar acessiveis dados importantes sobre proteinas (Diniz; Canduri, 2017).

Na década de 1990, o uso de sequenciadores capilares em larga escala,
aliado a introdugcdo da marcacgao fluorescente dos didesoxinucleotideos, possibilitou
a geragcao de grandes volumes de dados genbmicos. Com o advento das

tecnologias de sequenciamento de nova geragdao (NGS), houve uma redugao
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significativa no tempo de processamento e nos custos associados. Como resultado,
o numero de genomas completamente sequenciados continua a crescer
rapidamente, acompanhado por um aumento expressivo na quantidade de
informagdes disponiveis (Prosdocimi, 2010).

Diante do crescente volume de dados gerados pelo sequenciamento em larga
escala, a bioinformatica passou a contar com uma variedade de recursos, como
bancos de dados e softwares especializados, que desempenham um papel
essencial na analise e interpretacao desses dados. Essas ferramentas sao aplicadas
em diversas etapas, incluindo a montagem e o estudo de sequéncias genéticas, a
analise de fungdes e estruturas moleculares, bem como a organizagdo e
manutencdo de bancos de dados bioldgicos. Tais aplicagdes sao indispensaveis
para o avanco das pesquisas em nivel gendmico e molecular, permitindo a
compreensdo mais aprofundada dos mecanismos bioldégicos (Kumar; Shanker,
2018).

Os bancos de dados bioldgicos sdo compostos por um conjunto de
informagdes organizadas e associadas a ferramentas especificas. Essas
ferramentas permitem consultar, recuperar e atualizar os dados armazenados,
conforme os registros que lhes sao atribuidos (Reolon, 2011).

Entre os bancos de dados de sequéncias nucleotidicas, o GenBank se
destaca como o mais popular, com cerca de 199 milhdes de sequéncias de DNA
disponiveis para acesso publico. Ele faz parte do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), que € um banco de dados biolégicos com diversos
recursos acessiveis online (Bhat; Wijaya; Parikest, 2019).

Os bancos de dados de bioinformatica sdo amplamente acessiveis online
(Bhat; Wijaya; Parikest, 2019). Dentre os principais bancos voltados para proteinas,
destaca-se o UniProt (Universal Protein Resource), que reune informagdes sobre
anotagdes funcionais, sequéncias proteicas e conjuntos de proteomas de
organismos com genomas ja sequenciados. Seu principal recurso é a base
UniProtKB (Universal Protein Resource Knowledgebase), que fornece dados
detalhados sobre as fungdes das proteinas (Consércio UniProt, 2019). O UniProt é
dividido em duas secobes: Swiss-Prot e TrEMBL. A secdo Swiss-Prot contém
sequéncias de proteinas que foram anotadas manualmente e revisadas por
especialistas, garantindo alta qualidade e confiabilidade das informagdes (Boutet et

al., 2016). Por outro lado, o TrEMBL abriga sequéncias de proteinas anotadas
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automaticamente, que sao geradas a partir de dados de sequéncias de nucleotideos

e ainda nao passaram por revisao manual (Poux et al., 2017).

Entre os bancos de dados voltados para organismos modelo, o TAIR (The
Arabidopsis Information Resource) € um dos mais conhecidos e €& dedicado
exclusivamente a Arabidopsis thaliana. Ele reune informagdes estruturais e
funcionais sobre o genoma dessa planta, considerada referéncia nos estudos
genéticos, servindo de base para a compreensdo dos processos de
desenvolvimento vegetal e para a realizagdo de novas pesquisas na area (Reiser et
al., 2022).

Ja o TransportDB € um banco de dados que descreve a complementagao de
proteinas de transporte de membrana citoplasmatica previstas para organismos com
genomas completos disponiveis. Sua funcdo é fornecer acesso a dados sobre
transportadores de membrana, facilitando a exploracdo e analise desses
componentes em genomas sequenciados (Elbourne et al.,, 2017). Além disso, ha
também ferramentas computacionais desenvolvidas especificamente para a analise
funcional e estrutural de proteinas.

Entre essas ferramentas, destaca-se o HMMER, um programa criado para
identificar sequéncias homodlogas entre proteinas com base em métodos
probabilisticos. Ele realiza buscas em bancos como o Pfam, que ja possui
alinhamentos de familias proteicas previamente definidos (Nascimento, 2017). Ja o
InterPro integra diversos bancos de dados, oferecendo informagdes detalhadas
sobre familias de proteinas e suas respectivas anotagdes funcionais (Blum et al.,
2021).

Com o aumento significativo da quantidade de dados armazenados em
bancos de dados bioldgicos, surgiu a necessidade de criar ferramentas que
possibilitem a anadlise desses dados. Nesse cenario, uma das ferramentas mais
importantes da bioinformatica € o alinhamento de sequéncias. Esse processo
consiste em comparar sequéncias biologicas de DNA ou proteinas, com o objetivo
de identificar semelhangas (Castro, 2017).

As ferramentas para alinhamento de sequéncias podem ser de dois tipos:
alinhamento global e alinhamento local. No alinhamento global, as sequéncias séo
comparadas em sua por¢ao, levando em conta toda a sua extensdo. Ja o

alinhamento local foca apenas em partes especificas que apresentam semelhangas
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entre as sequéncias (Figura 6), permitindo uma analise mais detalhada de trechos

relevantes (Morais; Martins; Santos, 2020).

Figura 6. Os diferentes tipos de alinhamento de sequéncias (alinhamento local e global).

Seql GCTCATTCGACCTGACTAG
Seq2 GTGACTAAGACCTCTCATT

Alinhamento Alinhamento

Global Local
Seql GCTCATTCGACCTGACTAG Seql 9 GACCT 13
Seq2 GTGACTAAGACCTCTCATT Seqg2 9 GACCT 13

Seql 13 TGACTA 18
B match [ mismatch Seq2 2 TGACTA 7

Seql 2 CTCATT 7
Seg2 12 CTCATT 19

Fonte: Amorim (2022).

A principal ferramenta utilizada para o alinhamento de sequéncias € o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). O BLAST permite a busca rapida de
sequéncias semelhantes em grandes bancos de dados, facilitando a identificagao de
relagcdes funcionais e evolutivas entre diferentes sequéncias bioldgicas (Goel, 2015).

A estrutura dos genes pode fornecer informacdes valiosas para pesquisas
sobre evolugdo e fungdes de familias génicas. Uma ferramenta importante € o
TBtools, um software que reune diversas funcionalidades para analise de dados
bioldgicos, permitindo o gerenciamento de grandes volumes de sequéncias, bem
como a visualizagao da localizagdo dos genes nos cromossomos (Chen et al., 2020).

O uso de ferramentas bioinformaticas tem se tornando cada vez mais
necessario devido ao grande volume de dados moleculares gerados por programas
de sequenciamento de genes. A integragao e disponibilidade desses dados é crucial
e pode auxiliar muito no desenvolvimento de material genético, compreensao da
expressdo génica, criagdo de marcadores moleculares especificos entre outras

aplicagdes (Seixas, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Identificar, caracterizar e mapear a familia génica dos transportadores MC no

genoma do feijado comum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar e anotar genes e proteinas MC em feijao comum;
e Analisar a estrutura génica e motivos proteicos dessa familia de
transportadores;
e Fazer inferéncia funcional de transportadores MC do feijao comum através de
analises filogenéticas com sequéncias caracterizadas funcionalmente de

transportadores MC.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Identificagao e caracterizagao da familia MC
A identificacdo dos genes e proteinas MCs, respectivamente no genoma e

proteoma de Phaseolus vulgaris disponiveis no NCBI, foi realizada por meio da
ferramenta BLASTp (e-value < 1e-10), utilizando um conjunto de 60 sequéncias
proteicas AtMC (MCs de A. thaliana), obtidas no banco de dados TAIR
(https://www.arabidopsis.org/) e TransportDB (TransportDB 2.0
(membranetransport.org). As sequéncias peptidicas recuperadas a partir das
analises de similaridade foram entdo submetidas as ferramentas HMMERScan
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan) e InterProScan

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search), com o objetivo de confirmar
a presenca dos dominios proteicos. Os motivos conservados das proteinas

codificadas pelos genes analisados foram preditos por meio do programa MEME
(http://memesuite.org/). As regides de hélices transmembrana foram identificadas
utilizando-se o TMHMM (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). As estimativas de peso
molecular e ponto isoelétrico das proteinas foram obtidas na plataforma ExPASy
(https://www.expasy.org/). Enquanto a localizagdo subcelular ocorreu no DeeplLoc

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-2.1/). Ja os numeros de exons
foram obtidos a partir do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

4.2 Mapeamento in silico e Analises Filogenéticas

A determinagdo da localizagdo cromossémica desses genes foi realizada a
partir das coordenadas do arquivo GFF. Para a nomeacao dos genes identificados
em P. wvulgaris, considerou-se a ordem genOmica em que esses genes estao
organizados em cada cromossomo. Essa analise foi conduzida com o auxilio do
software TbTools (https://github.com/CJChen/TBtools), que permite a visualizagao e
manipulagédo de dados genémicos de forma integrada.

As sequéncias peptidicas caracterizadas (25 sequéncias) dos transportadores
pertencentes a familia MC de A. thaliana, obtidas a partir dos bancos de dados TAIR
e transportDB, foram utilizadas como referéncia para analises comparativas. Essas
sequéncias foram alinhadas com as proteinas identificadas neste estudo em P.
vulgaris (denominadas, por meio do software MAFFT

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/), que permite o alinhamento multiplo de

sequéncias de forma eficiente e precisa. Com base nesse alinhamento, as relagbes
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filogenéticas entre as sequéncias de A. thaliana e P. vulgaris foram inferidas
utilizando o software IQ-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/), aplicando o método
de maxima verossimilhanca. Para garantir maior confiabilidade estatistica as
inferéncias, foi adotado um suporte de 10.000 réplicas de bootstrap, conferindo

robustez as ramificagdes da arvore filogenética gerada.


http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da analise BLASTp (e-value < 1e-10), utilizando um conjunto de 60
sequéncias MCs de A. thaliana como referéncia, foram identificadas 99 sequéncias
proteicas como possiveis MCs em P. vulgaris (PvMCs). A analise de dominios
proteicos revelou que 19 destas sequéncias ndo possuiam dominios de MCs. Dessa
forma, foram confirmadas 80 sequéncias peptidicas contendo dominios
caracteristicos da familia MC codificadas por 74 genes PvMC. As informacdes
referentes aos genes e proteinas identificadas estdo sintetizadas na Tabela 1.
Alguns genes identificados codificam mais de um produto génico, sédo eles:
PHAVU_003G029900g (PvMC22a, PvMC22b), PHAVU_009G158900g (PvMC61a,
PvMC61b, PvMC61c), PHAVU_010G011800g (PvMC67a, PvMC67b),
PHAVU_008G229700g (PvMC52a, PvMC52b), PHAVU_002G266200g (PvMC17a,
PvMC17b). Isso sugere a ocorréncia de splicing alternativo. O splicing alternativo
confere vantagens para os individuos, pois um unico gene pode codificar diferentes
proteinas favorecendo o mecanismo de adaptagdo em ambientes adversos (Servi;
Petrillo, 2023).

O tamanho das proteinas PvMC variou entre 127 (PvMC41) e 812 (PvMC44)
aminoacidos. O peso molecular variou entre 14100,39 (PvMC64) a 39790,21 Da
(PvMC4) e o ponto isoelétrico alternou de 5,44 (PvMC 61a) a 9,99 (PvMC 25)
(Tabela 1). Quanto a localizagao subcelular, a maioria das proteinas MC (97,5%) é
encontrada nas mitocéndrias. Somente duas proteinas apresentam localiza¢gdes
distintas: a PvMC16 esta presente no plastidio, e a PvMC8 €& encontrada nos
peroxissomos. Além disso, as proteinas PvMC tiveram entre 0 e 8 hélices
transmembranas. De acordo com Toleco (2020), os transportadores da familia MC
geralmente apresentam cerca de 300 aminoacidos, peso molecular entre 30 e 35
kDa e seis hélices transmembranas, refletindo uma estrutura altamente conservada.
A maior variagdo observada nas proteinas PvMCs pode indicar possiveis fusdes

génicas ou adaptacgdes especificas em P. vulgaris.



Tabela 1: Dados sobre os genes da familia MC em Phaseolus vulgaris.
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Nome Identificador Locus Cromo® CDS aa. PMe P.Ie. HTMe®
PvMCA1 XP_007161063.1 PHAVU_001G039600g 1 1215 404 33472,91 9,4 6
PvMC2 XP_007161220.1 PHAVU_001G052000g 1 1209 403 43448,24 9,31 0
PvMC3 XP_007161553.1 PHAVU_001G079200g 1 1422 473 52702,8 6 0
PvMC4 XP_007161645.1 PHAVU_001G086600g 1 1125 374 39790.21 9,27 6
PvMC5 XP_007162127.1 PHAVU_001G126200g 1 1095 364 39472,76 9,83 7
PvMC6 XP_007163152.1  PHAVU_001G210600g 1 957 318  34608,75 9,3 0
PvMC7 XP_007163516.1  PHAVU_001G240500g 1 1008 335  36696,94 9,93 7
PvMC8 XP_007157637.1 PHAVU_002G086400g 2 957 318 34776,39 9,75 2
PvMC9 XP_007158030.1  PHAVU_002G118300g 2 921 306  33491,96 9,26 4
PvMC10 XP_007158310.1 PHAVU_002G142100g 2 894 297 30801,71 9,45 4
PvMC11 XP_007158380.1  PHAVU_002G148300g 2 951 316 33593,29 9,26 0
PvMC12  XP_007158565.1  PHAVU_002G163100g 2 1006 334  36328,13 9,56 4
PvMC13 XP_007159074.1 PHAVU_002G206200g 2 1143 380 41094,22 9,8 0
PvMC14 XP_007159346.1 PHAVU_002G230400g 2 918 305 32714,88 9,38 2
PvMC15 XP_007159441.1 PHAVU_002G238100g 2 906 301 32044,28 9,45 0
PvMC16 XP_007159659.1 PHAVU_002G256400g 2 1245 414 45335,26 7,05 0

PvMC17a  XP_007159774.1 PHAVU_002G266200g 2 984 327 35334 9,59 0

PvMC17b  XP_007159773.1 PHAVU_002G266200g 2 870 289 31191,27 9,62 0
PvMC18  XP_007159945.1  PHAVU_002G280600g 2 1503 500 55771,13 6,25 4
PYMC19  XP_007159980.1  PHAVU_002G282900g 2 1098 365  38855.39 9,53 4
PvMC20 XP_007160064.1 PHAVU_002G289600g 2 1971 656 72893,46 7,94 0
PvMC21 XP_007160536.1 PHAVU_002G329900g 2 945 314 35131,5 9,95 2

PvMC22a* XP_007153374.1  PHAVU_003G029900g 3 1068 355 2176542 9,67 0

PvMC22b*  XP_007153375.1  PHAVU_003G029900g 3 819 272 29859, 1 9,57 0
PvMC23  XP_007154266.1  PHAVU_003G104200g 3 996 331 36565,19 9,48 0
PvMC24  XP_007154993.1  PHAVU_003G163800g 3 996 331 35214,74 9,28 0
PvMC25  XP_007156090.1  PHAVU_003G257600g 3 942 313 34976,13 9,99 6
PvMC26  XP_007156092.1  PHAVU_003G257800g 3 948 315  35201,56 9,79 0
PvMC27  XP_007156432.1  PHAVU_003G285400g 3 894 297  30959,06 9,62 3
PvMC28 XP_007151372.1 PHAVU_004G041200g 4 936 31 44050,11 8,58 4
PvMC29 XP_007151708.1 PHAVU_004G069200g 4 1440 479 53161,1 6 0
PvMC30 XP_007151728.1 PHAVU_004G070500g 4 798 265 28717,54 9,37 2
PVMC31 XP_007152073.1  PHAVU_004G099800g 4 1101 366  40306,79 9,79 0
PvMC32 XP_007152925.1 PHAVU_004G171800g 4 981 326 36281,27 9,66 0
PvMC33  XP_007148866.1  PHAVU_005G020700g 5 1158 385  41702,03 9,73 5
PvMC34 XP_007149829.1 PHAVU_005G102000g 5 1104 367 39571,6 9,84 2
PvMC 35  XP_007150379.1  PHAVU_005G148300g 5 1179 392  42807,31 9,7 6
PvMC36  XP_007150623.1  PHAVU_005G167800g 5 888 295  32251,29 9,25 3
PvMC37  XP_007146716.1  PHAVU_006G063600g 6 603 200  38855,39 9,53 3
PVvMC38  XP_007147275.1  PHAVU_006G110300g 6 1101 366  32653,07 9,52 6
PvMC39 XP_007147281.1 PHAVU_006G110800g 6 1038 345 37482,47 9,46 0
PvMC40 XP_007147410.1 PHAVU_006G122100g 6 993 330 35798,39 9,28 0
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Nome Identificador Locus Cromo® CDS aa’. PMe P.Ie. HTMe®
PvMC41 XP_007147593.1 PHAVU_006G137700g 6 384 127 13835,31 8,37 0
PvMC42 XP_007143214.1 PHAVU_007G053600g 7 963 320 35207,93 9,65 4
PvMC43  XP_007143580.1  PHAVU_007G083700g 7 933 310  33477,19 9,5 0
PvMC44 XP_007143676.1 PHAVU_007G092200g 7 2439 812 88392,35 8,22 0
PvMC45 XP_007144198.1 PHAVU_007G136400g 7 918 305 33295,45 9,88 0
PvMC46 XP_007144571.1 PHAVU_007G166800g 7 942 313 38529,17 9,48 0
PvMC47 XP_007139437.1 PHAVU_008G029300g 8 945 314 34470,91 9,61 0
PvMC48 XP_007140348.1 PHAVU_008G104600g 8 1119 372 41008,73 9,76 0
PvMC49  XP_007140405.1  PHAVU_008G108900g 8 918 305 32619,95 9,44 0
PvMC50 XP_007140462.1 PHAVU_008G114400g 8 714 237 35614,84 9,82 2
PvMC51 XP_007141238.1 PHAVU_008G178900g 8 945 314 34638,54 9,77 0

PvMC52a* XP_007141836.1  PHAVU_008G229700g 8 978 325  35582,23 9,82 2

PvMC52b*  XP_007141837.1 PHAVU_008G229700g 8 777 258 27902.09 9,67 0
PvMC53 XP_007142146.1 PHAVU_008G256400g 8 975 324 34797,79 8,52 0
PvMC54  XP_007136250.1  PHAVU_009G031000g 9 1251 416  45559,92 9,75 0
PvMC55  XP_007136831.1  PHAVU_009G078000g 9 975 324 3594555 9,71 0
PvMC56  XP_007136841.1  PHAVU_009G078600g 9 1017 338  36959,64 9,79 2
PvMC57  XP_007136865.1  PHAVU_009G080300g 9 1035 344  37456,12 9,53 4
PvMC58 XP_007137034.1 PHAVU_009G094100g 9 1161 386 42162,72 9,1 0
PvMC59 XP_007137564.1 PHAVU_009G137100g 9 1188 395 42991,67 9,57 2
PVYMC60  XP_007137645.1  PHAVU_009G143800g 9 909 302 32398,6 9,82 0

PvMC61a* XP_007137825.1 PHAVU_009G158900g 9 1431 476 52870,65 5,44 0

PvMC61b*  XP_007137827.1  PHAVU_009G158900g 9 1032 343  38583,92 4,99 0

PvMC61c* XP_007137826.1  PHAVU_009G158900g 9 1197 398  44495/15 5,33 0
PvMC62  XP_007138233.1  PHAVU_009G191500g 9 1074 357 3962748 9,3 6
PvMC63  XP_007138898.1  PHAVU_009G246900g 9 987 328  36277,59 9,48 0
PvMC64 XP_007133902.1 PHAVU_010G0017001g 10 399 132 14100,39 9,57 0
PvMC65 XP_007133903.1 PHAVU_010G0017000g 10 744 247 27532,09 9,62 0
PvMC66  XP_007133969.1  PHAVU_010G007800g 10 918 305 33967,55 9,66 0

PvMC67a* XP_007134012.1  PHAVU_010G011800g 10 990 329  35501,91 9,61 0

PvMC67b*  XP_007134013.1 PHAVU_010G011800g 10 714 237 25676,74 9,02 0
PVvMC68  XP_007135224.1 PHAVU_010G111300g 10 1068 355  38309,31 9,35 2
PvMC69  XP_007135489.1  PHAVU_010G133600g 10 1029 343  36884,55 9,49 2
PVYMC70  XP_007135685.1  PHAVU_010G149800g 10 912 303  38856,14 9,5 8
PvMC71 XP_007135865.1 PHAVU_010G164500g 10 1122 373 40979,43 9,15 0
PVMC72 XP_007131408.1 PHAVU_011G011300g 11 948 315 34489,4 9,66 0
PvMC73 XP_007132806.1 PHAVU_011G126000g 11 1116 371 39813,86 9,74 5
PvMC74 XP_007133838.1 PHAVU_011G213200g 11 1158 385 41724,99 9,8 5

@ Cromossomo; ® Tamanho da sequéncia de aminodcidos; ¢ Peso molecular da sequéncia de
aminoacidos; ¢ Ponto isoelétrico; * Nimero de dominios transmembrana; “*” Genes codificam
mais de uma proteina;
Fonte: A autora.
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A distribuicdo dos genes PvMC abrange todos os cromossomos da espécie,
com uma maior concentragdo no cromossomo 2, onde foram mapeados 14 genes
PvMC. Em contraste, o cromossomo 11 apresenta a menor incidéncia, com apenas

3 genes identificados (Figura 7). Além disso, o numero de éxons encontrados nos
genes PvMC variou de 1 a 13.

Figura 7. Distribuicdo dos genes MCs nos cromossomos de P. vulgaris.
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Fonte: A autora (2025).

Os motivos conservados das proteinas PvMC foram identificados utilizando o
software MEME (Figura 8). No total foram identificados 10 motivos conservados,
sendo os motivos 1, 3 e 10 os maiores e os motivos 5, 8 e 9 os menores. A
sequéncia consenso dos motivos identificados pode ser vista na Figura 9. Entre os
PvMCs, os motivos mais conservados sdo 2,1 e 3 respectivamente sendo que o
motivo 2 esta presente em todas as proteinas, ja os motivos um e trés estdo
presentes em 73 e 72 proteinas respectivamente.

O motivo 10 é o menos conservado, estando presente em apenas 4 proteinas
(PvMC3, PvMC 18, PvMC29 e PvMCG61). Dentre as proteinas analisadas, a PvMC64
apresenta somente um unico motivo e a PvMC41 apresenta apenas trés motivos
conservados. Foi observada uma alta coocorréncia entre dois motivos conservados

(4 e 7), que apareceram juntos em (59) das 74 proteinas analisadas.
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Figura 8. Motivos conservados das proteinas MC de P. vulgaris identificados através do
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Figura 9. Sequéncia consenso.
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Fonte: A autora (2025).

A partir das relagdes filogenéticas entre as proteinas PvMC e as proteinas MC
de A. thaliana, foi possivel prever as potenciais subfamilias de PvMC. De acordo
com Fernie, Cavalcanti e Nunes-Nesi (2020), as proteinas MCs de A. thaliana estao
organizadas em subfamilias classificadas com base no tipo de substrato:,
nucleotideos e dinucleotideos; di-/tri-carboxilatos e cetoacidos; aminoacidos e
outros substratos .

Foi realizada uma analise filogenética utilizando 74 proteinas MC de P.
vulgaris e 25 proteinas MC caracterizadas funcionalmente de A. thaliana. De
maneira geral, a arvore resultante (Figura 10) foi organizada em quatro subfamilias
principais: nucleotideos e dinucleotideos; di-/tri-carboxilatos e cetoacidos;
aminoacidos e outros substratos. Essas subfamilias foram subdivididas em 10
subgrupos funcionais, nos quais as proteinas PvMC foram distribuidas: AAC
(ADP/ATP carrier), APC, NDT (NAD+ carrier), ORNITHINE (ornithine carrier), DIC,
DTC (Di-/tri-carboxylate carrier), UCP, SFC (succinate/fumarate carrier), PIC
(phosphate carrier), SAMC (S-adenosylmethionine carrier) e MRS.
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Figura 10. Analise filogenética com as proteinas MC de A. thaliana e P. vulgaris feita a partir
dos softwares MAFFT e IQTree.
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Fonte: A autora (2025).

Para a subfamilia nucleotideo e dinucleotideo foram identificados os
seguintes subgrupos: AAC, APC e NDT. No subgrupo AAC foram identificados um
total de 4 genes, sendo 2 PvMC e 2 AtMC. No subgrupo APC foram identificados 21
genes, dos quais 18 sdao PvMC e 3 sdo AtMC. Ja o subgrupo NDT reuniu 10 genes,
com 8 PvMC e 2 AtMC. Dentro dessa subfamilia o subgrupo APC foi o mais
numeroso. Estudos mostram que os subgrupos DIC, AAC e APC em A. thaliana
atuam na regulacdo do transporte de metabdlitos entre os compartimentos
mitocondriais, garantindo a distribuicdo adequada de compostos como acidos
organicos, nucleotideos e aminoacidos. Também sao essenciais para manter o
equilibrio energético celular, especialmente durante condigbes de estresse abidtico,
como frio, salinidade, seca e estresse osmotico, auxiliando na adaptagdo e

sobrevivéncia da planta (Toka et al., 2010; Planchais et al., 2014).
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Na familia de di-/tri-carboxilatos e cetoacidos, foram identificados os
subgrupos DIC, DTC e SFC. Os subgrupos DIC e DTC foram agrupados em um
mesmo ramo filogenético, somando 7 genes, com 3 PvMC e 4 AtMC. O subgrupo
SFC contou com 3 genes, sendo 2 PvMC e 1 AtMC. Segundo Millar e Heazlewood
(2003), os DTCs em A. thaliana desempenham um papel essencial na resposta das
plantas ao estresse, pois facilitam o transporte de intermediarios do ciclo de Krebs,
como malato e citrato, entre o citosol e as mitocdndrias. Em situagdes de estresse,
como frio, a expressado desses transportadores aumenta, contribuindo para que as
plantas se adaptem metabolicamente a essas condi¢des adversas.

Estudos em A. thaliana demonstram que genes da familia MC também
apresentam perfis de expressao altamente variaveis, dependendo do tecido e do tipo
de estresse ambiental. Os genes DIC2, por exemplo, sdo fortemente induzidos sob
estresses salino e osmoético, mas de formas distintas entre raizes e folhas
(Nunes-Nesi; Cavalcanti; Fernie, 2020).

A subfamilia de aminoacidos é composta pelos subgrupos UCP, SAMC e
ORNITHINE. O subgrupo UCP apresentou 8 genes, com 5 PvMC e 3 AtMC. O
subgrupo SAMC reuniu 6 genes, sendo 4 PvMC e 2 AtMC. Ja o subgrupo
ORNITHINE apresentou 7 genes, dos quais 5 sdo PvMC e 2 sdo AtMC. O subgrupo
UCP em A. thaliana, além de atuar como desacopladores, transportam aminoacidos
e dicarboxilatos, desempenhando papel importante na regulagdo do metabolismo
energético e na resposta a estresses, atuando na prevengdo do acumulo de
espécies reativas de oxigénio (Nunes-Nesi; Cavalcanti; Fernie, 2020).

Segundo Oliveira (2015), em soja (Glycine max) os UCPs também atuam na
resposta ao estresse regulando o acumulo de espécies reativas de oxigénio, que
aumentam em condi¢cdes adversas. No estudo, os genes GmUCP foram estudados
sob dois tipos de estresse: o estresse abidtico, simulado com polietilenoglicol para
representar a seca, e o estresse bidtico, induzido pelo acido salicilico para simular o
ataque de patogenos. Os resultados demonstraram que alguns desses genes
tiveram um aumento na expressdo, indicando que os UCPs sao indicados para a
defesa da planta por meio da modulacao do estresse oxidativo mitocondrial.

De acordo com Garantizado (2012), no feijao-caupi (Vigna unguiculata) as
UCPs também desempenham um papel importante ao desacoplar a cadeia
respiratéria mitocondrial da sintese de ATP, o que resulta na reducédo da produgao

de espécies reativas de oxigénio. No estudo, as UCPs mostraram resposta a
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diferentes tipos de estresse, incluindo estresse salino, osmético ou por seca,
oxidativo e hormonal. Dentre os genes analisados, o VUUCP1b se destacou por sua
sensibilidade, apresentando um aumento na expressao em raizes sob todas essas
condigbes de estresse, o que sugere um papel fundamental na adaptagao da planta
as condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Em A. thaliana os SAMCs sdo essenciais na resposta a estresses como seca,
salinidade, frio, radiacdo UV e ataque de patégenos. Eles transportam
S-adenosilmetionina (SAM) para a mitocéndria, onde o SAM ¢é utilizado na sintese
de etileno, um horménio que ativa genes de defesa e adaptagao. Além disso, o SAM
atua como doador de grupos metila, regulando a expressao génica em resposta as
condigdes ambientais (Palmieri et al., 2011).

Na subfamilia outros substratos, foram identificados os subgrupos PIC e
MRS. O subgrupo PIC apresentou 6 genes, dos quais 4 sdo PvMC e 2 sdo AtMC. Ja
0 subgrupo MSR reuniu um total de 11 genes, sendo 9 pertencentes a PvMC e 2 a
AtMC. O subgrupo PIC em A. thaliana esta associado a diversos tipos de estresse,
especialmente estresse salino, osmotico, térmico e oxidativo. Quando exposto a
esses estresses, o PIC aumenta a entrada de fosfato nas mitocéndrias, garantindo a
continuidade da produgdo de ATP e ajudando a planta a manter o equilibrio
metabdlico (Van Aken et al., 2009).

Além de atuarem na resposta a diferentes estresses, varios transportadores
MC s&o expressos constitutivamente em diferentes tecidos de A. thaliana, sugerindo
o papel essencial desses genes na fisiologia das plantas (Nunes-Nesi; Cavalcanti,
Fernie, 2020).



39

6 CONCLUSAO

Neste estudo, identificamos 74 genes MC no genoma de P. vulgaris
depositados no NCBI. Todo esse conjunto foi caracterizado revelando a estrutura
génica, caracteristicas das proteinas e motivos proteicos conservados, bem como a
distribuicdo ao longo dos 11 cromossomos do feijdo comum.

A andlise filogenética mostrou uma subdivisdo dos PvMCs de acordo com as
subfamilias de A. thaliana (nucleotideos e dinucleotideos; di-/tri-carboxilatos e
cetoacidos; aminoacidos; e outros substrato), proporcionando uma compreensao
mais aprofundada sobre os dominios e funcdes dessas proteinas. Considerando que
a familia génica MC esta associada a diversas fungdes fisiolégicas, incluindo a
tolerancia aos estresses bidticos e abidticos, nossos resultados oferecem

informacdes valiosas aos programas de melhoramento de P. vulgaris .
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