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ANALISE IN SILICO DA FAMILIA UDP-GLICOSILTRANSFERASE (UGT) NO GENOMA DE PHASEOLUS
VULGARIS L.

Luis Gustavo Gomes Lobo, Tiago Benedito dos Santos

Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP. E-mail: gustavo2620@outlook.com

RESUMO

As UDP-glicosiltransferases (UGTs; EC 2.4.1.x) sdo representadas por uma familia multigénica altamente
diversa e podem ser amplamente encontrados em animais, plantas e microrganismos. Em seu papel
catalitico nas plantas, os UGTs alteram a atividade bioldgica de compostos de moléculas pequenas,
transferindo doadores de glicosil com receptores e, em seguida, participam e influenciam no crescimento e
o desenvolvimento das plantas, podendo desencadear a formagdo de metabdlitos secundarios e a resposta
a estresses abidticos. Na literatura existem alguns estudos sobre a caracterizagdo dessa familia multigénica
em algumas espécies de plantas, contudo, ndo hd sua descricdo em Phaseolus vulgaris L. O objetivo desse
estudo foi identificar e caracterizar através das metodologias de bioinformatica os genes UGTs no genoma
de Phaseolus vulgaris L. Nossas analises resultaram na identificacdo de 68 genes putativos UGTs, o quais
foram agrupados em 17 grupos filogenéticos principais, distribuidos em todos os 10 cromossomos. O perfil
transcricional permitiu a catalogar alguns genes putativos para futuras validacGes moleculares. As
informacdes geradas por esse estudo facilitardo a triagem de genes candidatos e posterior caracterizacdo
de sua especificidade e funcdo no feijoeiro.

Palavras-chave: Bioinformatica, feijao, PvUGT, expressdo de genes.

IN SILICO ANALYSIS OF THE UDP-GLYCOSYLTRANSFERASE (UGT) FAMILY IN THE GENOME OF PHASEOLUS
VULGARIS L.

ABSTRACT

UDP-glycosyltransferases (UGTs; EC 2.4.1.x) are represented by a highly diverse multigene family and can
be found widely in animals, plants and microorganisms. In their catalytic role in plants, UGTs alter the
biological activity of small molecule compounds, transferring glycosyl donors with receptors and then
participating and influencing plant growth and development, which can trigger the formation of secondary
metabolites and response to abiotic stresses. In the literature there are some studies on the
characterization of this multigene family in some plant species, however, there is no description in
Phaseolus vulgaris L. The aim of this study was to identify and characterize, through bioinformatics
methodologies, the UGTs genes in the genome of Phaseolus vulgaris L Our analyzes resulted in the
identification of 68 putative UGTs genes, which were grouped into 17 major phylogenetic groups,
distributed across all 10 chromosomes. The transcriptional profile allowed to catalog some putative genes
for future molecular validations. The information generated by this study will facilitate the screening of
candidate genes and subsequent characterization of their specificity and function in common bean.
Keywords: Bioinformatics, common bean, PvUGT, gene expression.

INTRODUGCAO

As glicosiltransferases (GTs; EC 2.4.x.y), é considerada uma superfamilia de enzimas que catalisam a
transferéncia de por¢des de agucar de moléculas doadoras ativadas para moléculas aceptadoras
especificas, formando ligacGes de glicosidicos, que estdo envolvidas na biossintese de dissacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos, e estdo amplamente presentes em todos os organismos vivos (MEECH
et al., 2019). Até o presente momento (Agosto 2021), um total de 114 superfamilias de glicosiltransferase
foram incluidos no banco de dados CAZy (http://www.cazy.org/GlycosylTransferases.html/), e sdo divididas
com base na especificidade dos substratos, similaridade das sequéncias de aminoacidos e especificidade
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catalitica. A uridina difosfato glicosiltransferase (UGT) é a maior familia de glicosiltransferase presentes nas
espécies de plantas (YANG et al., 2020), também conhecida como familia da glicosiltransferase 1 (GT1).
UGTs usam doadores de aclcar difosfato de uridina (UDP) (UDP-glicose, UDP-galactose, UDP-arabinose,
UDP-ramnose, UDP-xilose ou UDP-acido glucurdnico) para catalisar a reacdo de glicosilagdo. Existe um
motivo PSPG altamente conservado na extremidade carboxila da proteina UGT como uma caracteristica
unificada que é uma das poucas regides com similaridade de sequéncia significativa. O motivo PSPG é o
local de ligacdo do nucleotideo-difosfato-aclicar da enzima UGT (BOWLES et al.,, 2005) e contém 44
residuos de aminodacidos. A maioria dos UGTs esta intimamente associada a glicosilacdo de metabdlitos
secunddrios importantes, como flavondides, terpendides e esterdis pertencentes a esta familia (VOGT;
JONES, 2000; LE ROY et al., 2016).

As UGTs foram identificadas em varias espécies de plantas, desde planta inferior, como
Chlamydomonas reinhardetii, a plantas superiores, como a Vitis vinifera (YONEKURA-SAKAKIBARA; HANADA,
2011; WEI et al., 2021). Adicionalmente, mais de 100 UGTs foram identificados em Arabidopsis thaliana (Li
et al., 2001), 180 em Oryza sativa (CAPUTI et al., 2012), 147 em Zea mays (LI et al., 2014) e 179 em Triticum
aestivum L. (HE et al., 2018), respectivamente.

Embora na literatura existem alguns relatos sobre a caracterizacdo dessa familia multigénica em
algumas espécies de plantas importantes, todavia, ndo ha descricdo em Phaseolus vulgaris L. O objetivo
deste estudo foi identificar e caracterizar através das ferramentas da bioinformatica os genes da familia da
glicosiltransferase (UGTs) presentes no genoma de P. vulgaris L. As informacgdes geradas por esse estudo ira
permitir a triagem de genes candidatos e posterior caracterizacdo de sua especificidade e fun¢do no
feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

O ponto de partida para as buscas dos genes candidatos UGTs de P. vulgaris L., foi através de
palavra-chave (UGT-Glycosyltransferase) no banco de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/
GOODSTEIN et al., 2012). Todas as sequéncias referentes aos genes UGTs de P. vulgaris L. (gendmicas,
aminoacidos e CDS — Coding DNA Sequence/sequéncia codificadora) foram baixadas e posteriormente
arquivadas em documento no formato FASTA para andlises in silico posteriores. Em seguida, todas as
sequéncias de proteinas foram verificadas quanto a presenca de possiveis dominios conservados.
Prosseguiu-se também o confronto das sequéncias no banco de dados do NCB!/ (National Center for
Biotechnology Information/ ALTSHUL et al., 1997), utilizando as ferramentas BlastX e BlastP, tendo como
primicia verificar sua especificidade. Com o banco de dados NCBI Conserved Domains (https:
//www.ncbi.nlm.nih. gov/ Structure / cdd / wrpsb.cgi), as sequéncias PvUGTs candidatas foram
confirmadas como membro da familia UGT. A plataforma Phytozome também foi utilizada para a obtencdo
das sequéncias homologas de UGTs de outras espécies de plantas para anadlises in silico adicionais. O
comprimento, peso molecular (kDa) e o ponto isoelétrico (pl) de cada proteina UGT foram calculados pelo
programa online ExPASy (https://web.expasy.org/compute_pi/ GASTEIGER et al.,, 2003). A localizacdo
subcelular de proteinas UGT foi prevista usando a ferramenta de andlise Plant-mPLoc
(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/; CHOU; SHEN, 2010). As estruturas do genes UGTs
(éxon/intron)  foram geradas através do programa  Gene  Structure Display  (GSDS)
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/ HU et al., 2015). A plataforma online MapGene2chromosome v2.1 (MG2C;
http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.1/) foi usada para mapear os genes PvUGTs de acordo com suas distancias
relativas e posi¢des cromossdmicas. As sequéncias putativas de aminodcidos de UGTs de P. vulgaris L. e A.
thaliana foram alinhadas no programa ClustalW, e uma darvore filogenética foi construida usando o método
de maxima verossimilhanga com 1000 réplicas de bootstrap no software MEGA 7. 0 (KUMAR et al., 2016)
utilizando o método de Neighbour-Joining (NJ), com teste de confiabilidade bootstrap de 1000 repeti¢des.
O perfil de expressao tecido-especifico dos genes UGTs de P. vulgaris L. foram determinados empregando
perfis transcricionais obtidos pelos valores de FPKM (do inglés Fragments per kilobase of exon per million
fragments mapped) depositados no banco de dados Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!linfo?alias=0rg_Pvulgaris). O perfil transcricional de cada
gene alvo e de cada respectiva biblioteca foi expresso e apresentado em figura (Heatmap) com o auxilio da
ferramenta CIMMiner (http://discover.nci.nih.gov/cimminer).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de glicosilagdo é catalisado por enzimas especificas como as glicosiltransferases (GTs),
gue sdo altamente divergentes, polifiléticas e pertencem a uma familia multigénica encontrada em todos
os organismos vivos (LAO et al., 2014). Nas plantas, as GTs alteram a atividade bioldgica de compostos de
moléculas pequenas, transferindo doadores de glicosil com receptores e, em seguida, participam e
influenciam do crescimento e desenvolvimento das plantas, na formacao de metabdlitos secundarios e na
resposta a estresses ambientais (VOGT; JONES, 2000; LE ROY et al.,, 2016). Neste estudo, foram
identificados 68 genes UGTs no genoma de P. vulgaris L. Em seguida, nomeamos os 68 genes UGTs do
feijdo de PvUGT1 a PvUGT68 de acordo com a distribuicdo dos genes no cromossomo (Tabela 1). O niumero
de membros da familia UGT identificados no feijoeiro foi menor quando comparado com outras espécies
de plantas como A. thaliana (107; LI et al., 2001), O. sativa (180; CAPUTI et al., 2012), Prunus persica (168;
WU et al.,, 2017), Citrus grandis (145; WU et al.,, 2020) e Vitis vinifera (228; WEI et al.,, 2021).



Tabela 1. Lista dos genes putativos UGTs no genoma de P. vulgaris L. e suas principais caracteristicas fisico-quimica.
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Gene ID - Genoma P. vulgaris L. Localizagdo subcelular (aa)® kDa’ pl° GRAVY* Localizagdo subcelular® Homélogo - A. thaliana
PvUGT1 Phvul.001G182100.1 Chr01:44034933..44036926 498 56.21 5.89 @.158 Membrana Celular AT2G36760.1
PvUGT2 Phvul.001G182200.1 Chr01:44046636..44048436 499 56.76 5.83 .096 Membrana Celular AT2G36760.1
PvUGT3 Phvul.001G182300.1 Chr01:44051559..44053154 486 54.65 5.34 PD.068 Membrana Celular/Cloroplasto AT2G36750.1
PvUGT4 Phvul.001G182400.1 Chr01:44055956..44057854 489 55.11 6.38 -0.148 Membrana Celular/Cloroplasto AT2G36750.1
PvUGT5 Phvul.001G182500.1 Chr01:44060315..44062011 490 55.23 524 BD.104 Membrana Celular AT2G36800.1
PVUGT6 Phvul.001G182600.1 Chr01:44065532..44066998 488 54.71 5.36 BD.019 Membrana Celular AT2G36760.1
PVUGT7 Phvul.001G182700.1 Chr01:44069745..44071211 488 55.09 5.97 BD.161 Membrana Celular AT2G36760.1
PvUGTS Phvul.001G182800.1 Chr01:44075062..44076933 501 56.34 6.13 [.192 Membrana Celular AT2G36780.1
PvUGT9 Phvul.001G182900.1 Chr01:44079298..44082051 489 54.98 5.69 [.103 Membrana Celular/Cloroplasto AT2G36800.1
PVUGTI10 Phvul.001G183000.1 Chr01:44087405..44088865 486 54.14 6.86 -0.036 Cloroplasto AT3G53150.1
PvUGT11 Phvul.001G238800.1 Chr01:49212320..49215816 460 51.39 5.32 BD.029 Membrana Celular AT3G55700.1
PVUGTI12 Phvul.001G238900.1  Chr01:49219447..49222079 466 51.38 5.73 [ .086 Membrana Celular AT3G55700.1
PvUGT13 Phvul.002G026900.1 Chr02:2819442..2821243 481 52.40 5.49 B0.000 Membrana Celular/Cloroplasto AT5G26310.1
PvUGT14 Phvul.002G096500.1 Chr02:18881499..18883234 474 52.46 541 R.037 Cloroplasto AT3G50740.1
PVUGT15 Phvul.002G124600.1 Chr02:26360240..26361703 487 54.87 8.09 BD.194 Cloroplasto AT4G19460.1
PVUGT16 Phvul.003G021900.1 Chr03:2081198..2082628 476 51.53 5.79 B.101 Membrana Celular/Cloroplasto AT5G26310.1
PVUGT17 Phvul.003G148300.1  Chr03:35890346..35892820 490 54.05 5.60 BD.127 Cloroplasto AT5G17050.1
PVUGT18 Phvul.003G277200.1 Chr03:51419503..51421308 504 57.11 7.06 BD.244 Cloroplasto AT4G19460.1
PVUGT19 Phvul.004G035300.1 Chr04:4118928..4121127 451 50.03 6.34 B.075 Cloroplasto AT1G22380.1
PvUGT20 Phvul.004G035500.1 Chr04:4136220..4138119 452 51.31 5.72 [.130 Membrana Celular/Cloroplasto AT3G02100.1
PvUGT21 Phvul.004G041000.2 Chr04:4853350..4854871 384 4303 598 ®.104 Cloroplasto AT4G01070.1
PVUGT22 Phvul.004G086500.1 Chr04:28140134..28142230 460 51.88 5.37 ®.172 Membrana Celular AT2G43820.1
PvUGT23 Phvul.004G137900.2 Chr04:43726465..43728519 480 52.97 5.72 R.047 Membrana Celular AT3G16520.3
PvUGT24 Phvul.004G138100.1 Chr04:43739624..43741007 250 27.67 5.20 @.131 Cloroplasto AT1G78270.1
PVUGT25  Phvul.004G138200.1  Chr04:43744398..43745981 431 47.54 526 ™.009 Membrana Celular AT3G16520.3
PVUGT26 Phvul.004G138400.2 Chr04:43770813..43772491 478 5237 5.79 R.046 Membrana Celular AT2G29730.1
PVUGT27 Phvul.004G138450.1 Chr04:43784467..43786112 429 46.96 5.45 B.1 Membrana Celular AT2G29730.1
PVUGT28 Phvul.005G005400.1 Chr05:435376..441968 356 39.21 5.36 ®@.173 Cloroplasto AT3G16520.3
PVUGT29 Phvul.005G005500.1 Chr05:445357..447636 476 52.16 572 B.025 Cloroplasto AT3G16520.3
PVUGT30 Phvul.005G005600.1 Chr05:451528..457448 477 5234 572 B.034 Cloroplasto AT3G16520.3
PvUGT31 Phvul.006G017600.1 Chr06:4690676..4696021 457 51,52 5.33 ®.211 Membrana Celular/Cloroplasto AT1G22360.1
PvUGT32 Phvul.006G017500.1 Chr06:4804136..4806473 482 5446 5.89 .220 Membrana Celular/Cloroplasto AT1G22360.1
PvUGT33 Phvul.006G017400.1 Chr06:8197094..8201997 481 54,55 5.37 BD.225 Cloroplasto AT1G22360.1



PvUGT34
PvUGT35
PvUGT36
PvUGT37
PvUGT38
PvUGT39
PvUGT40

PvUGT41
PvUGT42

PvUGT43
PvUGT44
PvUGT45
PvUGT46
PvUGT47
PvUGT48
PvUGT49
PvUGT50
PvUGT51
PvUGT52
PvUGTS53
PvUGT54
PvUGT55
PvUGT56
PvUGT57
PvUGT58
PvUGT59
PvUGT60
PvUGT61
PvUGT62
PvUGT63
PvUGT64
PvUGT6S
PvUGT66
PvUGT67
PvUGT68

Phvul.006G212950.1
Phvul.006G212700.1
Phvul.007G039200.1
Phvul.007G039300.1
Phvul.007G048100.1
Phvul.007G152800.1
Phvul.008G026100.1

Phvul.008G140800.1
Phvul.008G140700.1

Phvul.008G140600.1
Phvul.008G140500.1
Phvul.008G151900.1
Phvul.008G256600.1
Phvul.008G256800.1
Phvul.008G257200.1
Phvul.008G262000.1
Phvul.008G262100.1
Phvul.008G290200.1
Phvul.008G290300.1
Phvul.008G291000.1
Phvul.009G120600.1
Phvul.009G218800.1
Phvul.010G036900.1
Phvul.010G037600.1
Phvul.010G042200.1
Phvul.010G042300.1
Phvul.010G042400.1
Phvul.010G042500.1
Phvul.010G042600.1
Phvul.010G053500.1
Phvul.010G053700.1
Phvul.010G071900.1
Phvul.011G151100.1
Phvul.011G151200.1
Phvul.011G158500.1

Chr06:30585474..30586349
Chr06:30625084..30631089
Chr07:3208107..3209549
Chr07:3217085..3218754
Chr07:3947022..3952641
Chr07:25837445..25839378
Chr08:2148387..2150817

Chr08:24523865..24525465
Chr08:24559280..24560686

Chr08:24583821..24585266
Chr08:24596045..24597703
Chr08:25510709..25512322
Chr08:60401352..60405162
Chr08:60416645..60425170
Chr08:60446838..60448796
Chr08:60891733..60893139
Chr08:60894595..60896049
Chr08:62813504..62814895
Chr08:62817643..62819034
Chr08:62850777..62853665
Chr09:18408418..18410170
Chr09:33071458..33075241
Chr10:5428548..5429998
Chr10:5489381..5490706
Chr10:6414455..6416112
Chr10:6423640..6425061
Chr10:6438600..6440018
Chr10:6450672..6452093
Chr10:6469673..6471315
Chr10:8219823..8221642
Chr10:8263334..8265065
Chr10:32257751..32259884
Chr11:42776127..42778032
Chr11:42824171..42826011
Chr11:45151336..45153794

86
503
480
486
447
491
494

464
468

481
433
462
457
462
459
468
484
463
463
472
480
467
437
441
465
473
472
473
478
452
482
485
451
466
480

97.12
56.50
53.27
53.89
50.09
54.89
55.73

51.06
51.38

52.71
47.33
52.02
51.79
52.40
51.01
52.14
54.11
51.32
51.19
53.11
53.37
51.77
50.20
50.21
51.84
52.54
52.49
52.74
53.25
50.38
53.11
53.78
50.26
51.47
54.70

5.64
5.98
5.87
6.11
5.51
5.96
6.27

5.76
5.25

6.26
5.72
5.44
6.68
6.68
5.59
5.22
6.40
5.94
5.90
7.56
5.51
5.63
6.14
5.90
5.80
6.26
6.55
6.40
7.33
5.40
5.83
6.18
6.45
5.98
5.57

BD.241
B.005
B.030

B0.119

BD.006

BD.214

B.108
0.040

BD.052
BD.083
B.131
BD.097
BD.103
BD.069
B0.115
0.044
BD.069
BD.041
BD.009
BD.160
BD.034
0.002
BD.195
B0.175
BD.015
BD.034
BD.020
BD.108
BD.090
0.017
B0.075
BD.029
BD.104
BD.034
PD.184

Ndcleo
Cloroplasto
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular/Cloroplasto
Membrana Celular

Membrana Celular
Cloroplasto

Cloroplasto

Membrana Celular/Cloroplasto/Citoplasma/Mitocéndria/Nucleo
Membrana Celular/Cloroplasto/Citoplasma/Nucleo

Membrana Celular
Membrana Celular/Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto

Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto

Membrana Celular

Membrana Celular/Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto/Nucleo
Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular/Cloroplasto/Citoplasma
Cloroplasto
Cloroplasto/Nucleo
Cloroplasto
Cloroplasto
Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto
Cloroplasto
Membrana Celular/Cloroplasto

Membrana Celular
Membrana Celular/Cloroplasto

AT5G24750.1
AT5G24750.1
AT4G15480.1
AT4G15480.1
AT2G16890.2
AT2G36770.1
AT2G36780.1

AT4G01070.1
AT4G01070.1

AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT2G16890.2
AT2G30150.2
AT2G30140.1
AT2G30150.2
AT2G29730.1
AT2G29730.1
AT3G21780.1
AT3G21760.1
AT3G22250.1
AT4G01070.1
AT3G21760.1
AT2G22590.1
AT2G22590.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT4G01070.1
AT2G18570.1
AT1G73880.1
AT1G73880.1
AT1G22380.1
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*Tamanho da proteina; ®Peso molecular; ‘Ponto isoétrico; ‘indice de propriedade hidrofilica/hidrofébica da proteina; “Predicdo da localizacdo subcelular da proteina; fSequéncias
homoldgas com A. thaliana (TAIR: https://www.arabidopsis.org/).
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Adicionalmente, podemos ver claramente que embora haja grandes diferencas na quantidade de
glicosiltransferases nas diferentes espécies de plantas, a proporg¢ado de genes inteiros na planta é diferente
também (revisado por SONG et al., 2019). As propriedades fisico-quimicas de cada gene PvUGTs foi
calculada com a ferramenta ExPASy. O comprimento de aminodcido previstos das proteinas UGTs variou de
86 aa (PvUGT34) a 504 aa (PvUGT18), e o peso molecular previsto da proteina UGT ficou entre 27.67
(PvUGT24) e 97.12 kDa (PvUGT34), e o ponto isoelétrico (pl) variou de 5.20 (PvUGT24) a 8.09 (PvUGT15)
(Tabela 1). Embora o gene PvUGT34 nao esteja com sua sequéncia completa, ao analisa-la no banco de
dados NCBI Conserved Domains, verificou-se a presenca do dominio glicosiltransferase (Tabela 2), por esse
motivo a incluimos em algumas andlises. Os resultados da localizacao subcelular demonstraram que 45 e 44
membros PvUGTs foram previstos no cloroplasto e na membrana celular, respectivamente. O restante dos
membros PvUGTs foram previstos no nucleo (5), citoplasma (3), mitocéndria (1) (Tabela 1). Essa
diversificacdo sobre a predi¢do subcelular dos membros da familia UGTs também é descrita em outros
estudos (WU et al., 2017; WU et al., 2020).

A andlise da estrutura de um determinado gene é um importante parametro, pois fornece
informacgdes relevantes sobre a fungao, organizagdo e evolugdo. Para caracterizar a diversidade estrutural
dos genes neste estudo, as sequéncias CDS e suas sequéncias de DNA gendmico correspondentes foram
comparadas. Um diagrama de organiza¢do éxon-intron foi gerado com a ferramenta de bioinformatica
GSDS e as informagdes quanto ao nuimero de introns foram apresentadas na Tabela 2. Nota-se uma
variacdo de zero, um, dois e 14 introns entre os genes analisados. Importante mencionar que os introns sdo
uma parte importante dos genes, embora ndo participem da codificacdo de proteinas, os eventos de ganho
ou perda de introns e a posicdo de insercdo dos introns em relacdo as sequéncias de proteinas sdo
geralmente considerados como as principais pistas para entender a evolucdo ou diversificacdo de uma
familia génica (ROGOZIN et al., 2005).



Tabela 2. Descricdo da estrutura dos genes PvUGTs e dominio conservado das proteinas.

Gene intron Descri¢do - NCBI Conserved Domains search
PvUGT1 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT2 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT3 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT4 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGTS 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT6 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT7 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT8 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT9 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT10 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT11 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT12 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT13 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT14 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT15 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT16 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT17 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT18 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT19 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT20 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT21 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT22 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT23 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT24 2 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT25 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT26 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT27 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT28 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT29 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT30 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT31 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT32 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT33 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT34 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT35 14 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT36 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT37 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT38 2 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT39 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT40 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT41 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT42 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT43 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT44 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT45 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT46 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT47 2 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT48 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT49 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT50 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT51 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT52 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT53 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT54 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT55 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT56 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT57 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT58 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT59 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT60 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT61 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT62 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT63 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT64 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT65 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT66 1 Glycosyltransferase_GTB-type
PVUGT67 0 Glycosyltransferase_GTB-type
PvUGT68 1 Glycosyltransferase_GTB-type
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O mapeamento dos genes PvUGTs de P. vulgaris L. foi analisada usando a ferramenta MG2C. Com
base nas informacdes de anotacdo do genoma de P. vulgaris L. (ver Tabela 1), os 68 genes foram mapeados
e distribuidos entre todos os 10 cromossomos. O cromossomo oito contém a maioria dos genes PvUGTs (14
genes) ancorados, enquanto que 0 cromossomo nove tem o menor nimero de genes PvUGTs (dois genes —
PvUGTs54 e PvUGT55) (Figura 3). Uma vez que a distribuicdo dos genes PvUGTs em cada cromossomo foi
desigual, e a maioria estava agrupada, isto é um indicativo que ha uma duplicacdo do gene no processo
evolutivo para essa classe génica em P. vulgaris L.
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Figura 3. Distribuicdo dos genes PvUGTs entre os 10 cromossomos de P. vulgaris L. Barras verticais
representam os cromossomos de P. vulgaris L. O nimero do cromossomo esta no topo de cada
cromossomo. A barra de escala a esquerda esta representada a escala do comprimento dos cromossomos
(Mb).

Os PvUGTs identificados foram submetidos a analise filogenética para ver seu padrdo de
agrupamento e relagGes genéticas. Um total de 67 sequéncias de proteinas UGT de feijao, 19 UGTs de
Arabidopsis (AtUGT71B1, AtUGT72B1, AtUGT73B1, AtUGT74B1, AtUGT75B1, AtUGT76B1, AtUGT78D1,
AtUGT79B1, AtUGT82A1, AtUGT83A1, AtUGT84A1, AtUGT85A1, AtUGT86A1, AtUGT87A1, AtUGT88A1,
AtUGT89A2, AtUGT90A1, AtUGT91Al1, AtUGT92A1) 3 UGTs de Z mays (GRMZM2G042865,
GRMZM2G120016, GRMZM5G834303) foram utilizados para a realizagdo da analise filogenética (Figura 4).
Retiramos o PvUGT34 desta analise por ndo apresentar a sequéncia completa. As proteinas foram
classificadas em 17 subgrupos distintos, A — Q, sendo suas representacdes descriminadas pelas diferentes
cores representacdo da figura 4. De modo particularizado, as 67 sequéncias PvUGTs foram divididos em 17
subgrupos distintos e apresentou um grupo externo (outgroup), os quais os nimeros de membros nos
diferentes subgrupos foram distribuidos desigualmente. O Grupo E é o maior grupo, com 31 membros,
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seguido do Grupo D com 12 membros (Figura 4). Nem todos os grupos apresentaram sequéncias PvUGTs. A
exemplo disto podemos mencionar os Grupos M, O, P, Q, respectivamente. Curiosamente, as sequéncias
PvUGT15, PvUGT18 e PvUGT35, formaram um grupo externo, nao participando da configuracao de nenhum
grupo. Isto pode ser um indicativo de que embora as sequéncias de aminodcidos apresentem o dominio
caracteristico dessa familia, sua funcdao no metabolismo de feijao pode ser diferente. Estudos adicionais se
faz necessario para a confirmacdo dessa hipotese. Em estudos anteriores, as sequéncias UGTs de
Arabidopsis foi usado pela primeira vez para estudar a evolucdo. Sua arvore filogenética UGT foi dividida
em 14 grupos diferentes (A — N) (LI et al. 2001; ROSS, LIM, BOWLES, 2001). Mais tarde, trés outros grupos
(O, P, Q) foram descobertos durante o estudo de glicosiltransferases de Z. mays (LI et al. 2014). Nossa
classificacdo quanto as distribui¢cdes dos grupos foram consistentes com os estudos acima mencionado.
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Figura 4. Analise filogenética de UGTs de P. vulgaris L.

A andlise do padrdo de expressdao é uma ferramenta extremamente util para prever as fungdes
biolégicas dos genes e permite tracar o perfil de expressdo espago-temporal com base em dados de
transcriptoma. Neste estudo, obtivemos os valores (FPKM) do RNAseq oriundo das seguintes bibliotecas de
P. vulgaris L.: botdo floral, flor, vagem verde madura, folhas, nddulos, raiz 10 (10 dias apds o plantio), raiz
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19 (19 dias apds o plantio), caule 10 (10 dias apds o plantio), caule 19 (19 dias apds o plantio), vagem jovem
e trifélio jovem, os quais estdo depositados no banco de dados Phytozome (Figura 5).
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Figura 5. Perfis de expressao in silico dos genes PvUGTs. O heatmap foi calculado por agrupamento
hierdrquico de genes PvUGTs. A abundancia de alto e baixo transcritos dos genes PvUGTs é representada
pela escala de cores.

Os dados de padrdo de expressdo in silico, expostos neste estudo, apresenta uma variagdo quanto a expressao de
alguns genes PvUGTs, bem como o tecido o qual apresentou os transcritos (Figura 5). Com relagdo a ordem dos
respectivos genes, os mesmos encontram-se na escala X da figura ilustrativa heatmap, respectivamente: 1:PvUGT32;
2:PvUGT33; 3:PvUGT49; 4:PvUGT5; 5:PvUGT51; 6:PvUGT3; 7:PvUGT22; 8:PvUGTY; 9:PvUGT67; 10:PvUGT4;
11:PvUGT42; 12:PvUGT46; 13:PvUGT61; 14:PvUGT62; 15:PvUGT2; 16:PvUGT39; 17:PvUGT64; 18:PvUGT23;
19:PvUGT30; 20:PvUGT14; 21:PvUGTS56; 22:PvUGT11; 23:PvUGT26; 24:PvUGT28; 25:PvUGT47; 26:PvUGT44;
27:PvUGT17; 28:PvUGT45; 29:PvUGT52; 30:PvUGT66; 31:PvUGT25; 32:PvUGT31; 33:PvUGT57; 34:PvUGT6S;
35:PvUGT27; 36:PvUGT53; 37:PvUGTS59; 38:PvUGT50; 39:PvUGT20; 40:PvUGT21; 41:PvUGT34; 42:PvUGT1S;
43:PvUGT35; 44:PvUGT16; 45:PvUGT24; 46:PvUGT29; 47:PvUGT10; 48:PvUGT38; 49:PvUGT6; 50:PvUGT63;
51:PvUGT15; 52:PvUGT54; 53:PvUGT60; 54:PvUGTS8; 55:PvUGT40; 56:PvUGT7; 57:PvUGT12; 58:PvUGT43;
59:PvUGT19; 60:PvUGT36; 61:PvUGT48; 62:PvUGT13; 63:PvUGT65; 64:PvUGT58; 65:PvUGT41; 66:PvUGTSS5;
67:PvUGT1; 68:PvUGT37. Nota-se, por exemplo, que alguns genes foram altamente responsivos nas raizes 10 e 19.
Ademais, outros genes apresentaram alta expressdo na flor. Dessa forma, a abordagem da caracterizagdo in silico nos
diferentes tecidos presentes nesse estudo, estabelece um acervo cientifico para o entendimento das vias onde a UGTs
podem ser atuantes.

CONCLUSAO

Neste estudo, 68 genes putativos da familia UGTs em P. vulgaris L. foram identificados e empregou-
se vdrias ferramentas da bioinformdtica para realizar uma caracterizacdo mais apurada. No geral, este
estudo analisou sistematicamente a familia do gene UGTs em P. vulgaris L. e pela primeira vez este estudo
fornece algumas informagdes valiosas para estudos funcionais adicionais dos genes UGTs no futuro.
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INFECCAO POR CANDIDA ALBICANS NO CEREBRO DE DROSOPHILA MELANOGASTER LEVA A
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A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada como uma patologia neurodegenerativa progressiva e
irreversivel, devido ao acumulo de peptideos Beta amildide derivado da proteina percursora
amildide (APP) através de clivagens proteoliticas por B- e Y- secretases. Necropsias de pacientes
acometidos pela DA indicaram a presenca de fungos levando a hipétese que a neurodegeneragao
possa ter sido causada pela inflamagdo flungica, além disso a Candida albicans foi encontrada em
89,6% do soro de pacientes com DA. Avaliar o efeito da infeccdo de C.albicans no cérebro de
drosophilas e o efeito na formacdo de placas beta amildide. Utilizamos alfinete entomolégico
mergulhado no indculo de C. albicans e, introduzido no cérebro das moscas anestesiadas através
do olho esquerdo. A reprodutibilidade foi monitorada pelo aparecimento de um ponto de
melanizacdo no local da injecdo, para controle negativo os animais sofreram apenas a injuria
tecidual. Com isso monitoramos a motilidade utilizando o teste de escalada; a técnica de RTqPCR
para avaliar a expressdo de componentes do sistema imunoldgico de insetos; ensaio de
sobrevivéncia e por fim a marcacao com Tioflavina-S das placas Beta-amildides. Durante o estudo
de sobrevida notamos a injecdo cause letalidade, entretanto animais infectados apresentam
letalidade aumentada e motilidade reduzida, indicando um comprometimento neuromotor
acentuado. Moscas infectados aumentaram a expressao de mRNA de Drosomicina, CecropinAl,
AttacinC , Diptericina B, Metchnikowin, principais genes relacionados a resposta imune,
possivelmente em resposta a presenca de C. albicans. Surpreendentemente, a marcacdao com
Tioflavina-S demostrou um aumento na marcacdo de placas Beta-amildides tempo dependente.
Ou seja animais mais velhos infectados apresentavam uma maior marcacdo. Embora ndo
avaliamos os niveis de colonizacdo no cérebro, demostramos o inicio do processo inflamatério
oriundo da presenca do fungo que originou as alteracoes apresentadas com a presenca das placas
maneira generalizada nestes animais Concluimos que a infeccdo da Candida esta associada ao
aumento de agregados de placas Beta-amildide no cérebro de Drosophilas e a possibilidade de
avaliar mecanismos subjacentes na correlacio entre fungos e a DA. Orgdo de fomento financiador
da pesquisa: Universidade do Oeste Paulista
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