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RESUMO

Caracterizacgao in silico e expressao de genes relacionados a prolina em
feijao sob condigoes de estresse abidticos

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) constitui uma cultura de expressiva
relevancia socioecondémica no Brasil, com producao distribuida em multiplos estados
e ciclos sazonais. Essa leguminosa enfrenta desafios significativos de solo e clima,
com énfase para os estresses abidticos de déficit hidrico e salinidade, fatores
limitantes reduzem os indices de produtividade. Neste contexto, a investigagcdo de
genotipos contrastantes quanto a tolerancia a estes estresses, como BAT 477
(tolerante) e Pérola (suscetivel), representa uma estratégia fundamental para o
desenvolvimento de cultivares adaptadas a condigdes ambientais adversas. O
presente estudo objetivou identificar in silico e caracterizar molecularmente os genes
codificadores da enzima A'-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e dos
transportadores de prolina (ProT) em P. wvulgaris L., componentes centrais na
biossintese e translocag¢ao de prolina, um osmolito compativel de fungao crucial nos
mecanismos de osmorregulagdo e protecdo celular sob condigbes de estresse.
Através de analises genbmicas comparativas, foram identificados quatro genes
P5CS e dois genes ProT no genoma do feijoeiro. Os genes PvP5CS apresentam
distribuicdo nos cromossomos 1, 8 (contém dois genes) e 10, evidenciando eventos
de duplicagdo segmental ao longo da histéria evolutiva da espécie. Analises
filogenéticas revelaram conservacdo gendémica significativa entre os genes P5CS de
P. vulgaris L., A. thaliana e O. sativa. Quanto ao perfil transcricional, PvP5CS3
demonstrou maior expressdo em todos os tecidos desenvolvidos, com particular
abundancia em noddulos e raizes, enquanto PvP5CS2 apresentou niveis
transcricionais reduzidos em todos os 6rgaos vegetais. Os transportadores ProT,
localizados nos cromossomos 1 e 8, exibiram expressao preferencial em tecidos
florais. Ensaios fisiologicos sob condi¢gdes controladas revelaram padroes
contrastantes de acumulo de prolina entre os gendtipos testadosem resposta a
diferentes estresses. Sob estresse salino (NaCl), a cultivar Pérola apresentou
acumulo de prolina significativamente superior ao apresentado em BAT 477,
especialmente apds exposigcdo prolongada (12 dias) e concentragdes elevadas do

NaCl, atingindo aproximadamente 55 pmol/g MF comparado a apenas 7 umol/g MF



em BAT 477. Em contrapartida, sob osmético induzido por polietileno glicol (PEG
6000), observado-se comportamento inverso, com BAT 477 exibindo maior
capacidade de acumulo de prolina (8 pmol/g MF) em comparagao com Pérola (3,5
pmol/g MF). Por meio de analises in silico, identificou-se os perfis de expressao
desses genes em folhas de dois gendtipos de feijao (BAT 477 e Pérola) sob estresse
salino e hidrico. Os genes PvP5CS1, PvP5CS3 e PvP5CS4 mostraram expressao
génica significativas menores em diferentes tecidos vegetais (in silico). O estresse
salino (osmotico), caracterizado por altas concentragdes de sais, difere do estresse
hidrico, que pode ocorrer tanto pela deficiéncia quanto pelo excesso de agua. Estes
resultados sugerem a existéncia de mecanismos regulatérios distintos e gendtipos
especificos na biossintese e transporte de prolina em resposta a diferentes
estresses abioticos em P. vulgaris L.. A elucidagéo desses mecanismos moleculares
oferece perspectivas promissoras para o melhoramento genético envolvendo o
desenvolvimento de cultivares com maior estabilidade produtiva sob condicbes
ambientais adversas, contribuindo assim para a seguranca alimentar e a

sustentabilidade agricola.

Palavras-chave: Feijao; in silico; RT-qPCR; expressao génica; transportador de

prolina.



ABSTRACT

In silico characterization and expression of proline-related genes in beans
under abiotic stress conditions

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of significant socioeconomic
importance in Brazil, with production distributed across multiple states and seasonal
cycles. This legume faces substantial soil and climate challenges, particularly abiotic
stresses such as water deficit and salinity, which are limiting factors that reduce
productivity. In this context, investigating contrasting genotypes for tolerance to these
stresses, such as BAT 477 (tolerant) and Pérola (susceptible), represents a
fundamental strategy for developing cultivars adapted to adverse environmental
conditions. This study aimed to identify in silico and molecularly characterize the
genes encoding the enzyme A'-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) and
proline transporters (ProT) in P. vulgaris L., key components in the biosynthesis and
translocation of proline, a compatible osmolyte with a crucial role in osmoregulation
and cellular protection mechanisms under stress conditions. Through comparative
genomic analyses, four P5CS genes and two ProT genes were identified in the
common bean genome. The PvP5CS genes are distributed across chromosomes 1,
8 (containing two genes), and 10, indicating segmental duplication events throughout
the species' evolutionary history. Phylogenetic analyses revealed significant genomic
conservation among the P5CS genes of P. vulgaris L., Arabidopsis thaliana, and
Oryza sativa. Regarding transcriptional profiles, PvP5CS3 showed the highest
expression in all developed tissues, with particular abundance in nodules and roots,
while PvP5CS2 exhibited reduced transcriptional levels in all vegetative organs. The
ProT transporters, located on chromosomes 1 and 8, displayed preferential
expression in floral tissues. Physiological assays under controlled conditions
revealed contrasting patterns of proline accumulation between the tested genotypes
in response to different stresses. Under saline stress (NaCl), the Pérola cultivar
showed significantly higher proline accumulation compared to BAT 477, especially
after prolonged exposure (12 days) and high NaCl concentrations, reaching
approximately 55 ymol/g FW compared to only 7 umol/g FW in BAT 477. Conversely,
under osmotic stress induced by polyethylene glycol (PEG 6000), an opposite

behavior was observed, with BAT 477 exhibiting greater proline accumulation



capacity (8 umol/g FW) compared to Pérola (3.5 umol/g FW). Through in silico
analyses, the expression profiles of these genes were identified in leaves of two bean
genotypes (BAT 477 and Pérola) under saline and water stress. The genes
PvP5CS1, PvP5CS3, and PvP5CS4 showed significantly lower gene expression in
different vegetative tissues (in silico). Saline stress (osmotic), characterized by high
salt concentrations, differs from water stress, which can result from both water
deficiency and excess. These results suggest the existence of distinct regulatory
mechanisms and genotype-specific responses in proline biosynthesis and transport
under different abiotic stresses in P. vulgaris L.. The elucidation of these molecular
mechanisms offers promising prospects for genetic improvement, supporting the
development of cultivars with greater yield stability under adverse environmental

conditions, thus contributing to food security and agricultural sustainability.

Keywords: Bean; in silico; RT-gPCR; gene expression; proline transporter.



P5CS
P5CR
ProT
ATF
APC
LHT
GAT
ANT
GRAVY
FPKM
BLAST

LISTA DE SIGLAS

A’-Pirrolina-5-Carboxilato Sintase
A'-Pirrolina-5-Carboxilato Redutase
Transportador de prolina

Transportadores de aminoacidos
Transportadores de aminoacidos-poliamina-colina
Transportadores de lisina e histidina
Transportadores de acido c-aminobutirico
Transportadores de aminoacidos neutros

Grande Média de Hidropaticidade

Fragmentos por quilobase por milhdo de leituras
Ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —
Figura 16 —

LISTA DE FIGURAS

Fenologia do feijoeiro............uuueeiiiiiiiiiiiii
Fatores abidticos que podem afetar as plantas........................
Via de biossintese da prolina em plantas................cccooevvv...
Cultivares de feijao BAT 477 (tolerante a seca) e Pérola
(susceptivel a seca) cedidos pela Embrapa Arroz e Feijo......
Representacdo do experimento de estresse osmodtico com
PEG em casa de vegetagao..........uceeeieeeiiiiieeeieeeeeeee,
Representacdo do experimento de estresse salino com NaCl
em casa de VEgetagao. ........uuuuiiiiiiiiiiiiieeee e
Quantificacdo da prolina nas amostras controle e tratadas

com trés, seis, nove e 12 dias de estresse salino (A) e PEG

Estruturas génica (éxon e intron) dos genes PvP5CS em P.
(V0] o = 1< PP
Distribuicdo de genes P5CS nos cromossomos de P. vulgaris
L. O tamanho de cada cromossomo e sua distribuicao
correspondente foi obtido no genoma de P. vulgaris L.............
Localizagdo dos motifs conservados em proteinas PvP5CS
de P.vulgaris L.
Perfil transcricional das respostas dos genes relacionados
PUPSCSS. ...
Analise de sintenia de genes PvP5CS entre P. vulgaris L. e
duas espécies de plantas (A. thaliana e O. sativa)
representativas. ...
Arvore filogenética de sequéncias de proteinas P5CS de P.
vulgaris L., A. thaliana e O. sativa.........ccccccccccuuuiiiiiiiiiinaeann..
Predicao de estrutura de proteina PvP5CS. Para a predicao
foram usadas sequéncias de proteinas (PvP5CS)...................
Elementos regulatorios cis em sequéncias genéticas..............
Estruturas de éxon e intron dos genes PvProT em P. vulgaris

L. Tragos em verde sdo de regides de éxon, as linhas sao

37

38

40

41

45

45

46

48

49

50

52
53



Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

representadas pelos introns, regides na cor azul sao
sequéncias dowstream e upstream..........ccccevvvvviiiiiiiiiieeeeeeenn.
Distribuicado de genes PvProT nos cromossomos de P.
vulgaris L. O tamanho de cada cromossomo e sua
distribuicdo correspondente foram obtidos no genoma de P.
VUIQANTS L.t
Representagcdo da distribuicio de motivos (motifs)
conservados entre as sequéncias de ProT de P. vulgaris L. A
altura geral de cada pilha (letra) representa a conservagao da
sequéncia Naquela POSIGAOD. .......uuiiiiieee e
Perfil transcricional das respostas dos genes relacionados
ProT em P. vulgaris L. O heatmap foi clusterizado com base
no valor FPKM (fragments per kilobase of transcript per
million reads) dos genes ProTs identificados no genoma de
P.VUIGArIS L.t
Analise de sintenia de genes PvProT entre P. vulgaris L. e
duas espécies de plantas representativas.........cc......cooennnnnn..l.
Arvore filogenética de sequéncias de proteinas PvProT de P.
vulgaris L., A. thaliana e O. sativa.............coovvviiiiiiie e
Predicao de estrutura de proteina PvProT em P. vulgaris L.
Para a predigdo foram usadas sequéncias de proteinas
(PVPTOT )t
Elementos regulatérios cis em sequéncias genéticas..............
Acumulo de prolina em duas cultivares de feijao (Pérola e
BAT 477) sob estresse salino............ccccoiiiiiiiiniiiiiiiice
Acumulo de prolina em duas cultivares de feijao (Pérola e
BAT 477) sob estresse de PEG.............ooovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee,
Expressao relativa de genes PvP5CS em folhas de cultivar
BAT 477 submetidos a diferentes periodos e doses de NaCl..
Expressao relativa de genes PvP5CS em folhas de cultivar
BAT 477 submetidos a diferentes periodos e doses de PEG...
Expressao relativa de genes PvP5CS em folhas da cultivar

Pérola submetidos a diferentes periodos e doses de NaCl......

54

55

56

59

58

59

60

61

62

63

64

65



Figura 29 —

Perfil transcricional de PvP5CS em folhas da cultivar Pérola

submetidos a diferentes periodos e doses de PEG..................



Tabela 1 —
Tabela 2 —
Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —
Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Genes candidatos e sequéncias utilizadas para o RT-gPCR...
Genes P5CS identificados em P. vulgaris L.............cccovvvvene....
Analise funcional dos motifs identificados em proteinas
PVP5CS de P. vulgariS L.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeee
Pares de genes PvP5CS duplicados em segmentados no
genoma de P. vulgaris L. com a data de suas respectivas
(o [F] o] [ or=Toto = S
Genes PvProT identificados em P. vulgaris L...................oe.
Pares de genes PvProT duplicados em tandem e
segmentados no genoma de P. vulgaris L. com a data de

suas respectivas duplicCagdes..........coovvvveeeiiiiiiiiiiicieee e

43
44

47

49
53



21
2.2
2.3
2.4

41
411
41.2
4.1.2.1
41.2.2
41.2.3
41.2.4
41.2.5
41.2.6
41.2.7
41.2.8
41.2.9
413
4.1.3.1
4.2
4.2.1
422
4.3

44

4.5

4.6

5.1
5.2

SUMARIO

INTRODUGAO........cccirireereceneeeeeessessessssssssssessesssssssssssssessssssnsssssssssees 19
REVISAO DE LITERATURA ..ot ssessessss s sse s s nenes 22
Aspectos gerais do feijoeiro.....ccccomrrciiiiiiiiiiiii e 22
Estresses abiotiCos........coouiiiiiicicicr e 25
o T - P 27
Transportador de prolina (ProT).......cccccccmmmmmmmmnrsssneneees 29
OBUETIVO.....iiiiiiceirresssssssree s ss s sssss e ss s smns s s s ss s ssmnn e s sssssssmnnnssnnas 32
MATERIAL E METODOS.......cccoiiiererrreessesessesssesssssssssessssessssessssssns 33
Anidlises in silico para identificagao de genes........cccccceeriiiiiiiiiiinnee 33
Busca e identificagdo de SeqUENCIAs.............cuvvvuiiiiiiiiieeeiee e, 33
Estratégia de busca para a revisao sistematica............ccccceeeeeeeviiinnnnnnn. 33
Obtencao e preparacdo das SEQUENCIAS.........cceeeeeeeeeeeieeiieeiiiiiinn. 33
Caracterizacéo fisico-quimica das proteinas..............ccccvveieeiiniininn. 33
Predicao de localizagcao subcelular..............coooeieiiiiiiiiee e, 33
Analise estrutural dOS geNEes........cooovuiiiiiiiiii e 34
Identificagcdo de motivos proteicos conservados.................cooevevvvevnnnnne. 34
Modelagem estrutural das proteinas...........cccceevveeeiieeiiiieieieiie e, 34
Mapeamento CromMOSSOMICO. .....cccceeiiieeeeieeieeeeeieieieee e e e e e e e e e eeeeeeaeees 34
Analise filogen@tiCa...........uvvuiiiiii e 35
Analise de elementos regulatorios CiS.........ccuuvuuuuiiiiiieiie e 35
ANAlISES INtEGradas. .......uuueiiiiiiiiiiiee e 35
Analise de expressaon (iN SiliCO)..........ccccuuuuueiiiiiiiiiiiie e 36
Experimento de estresse abiotico...........ccoovvvvriiiiriirieeec 36
Experimento de estresse osmdético (PEG- polietileno glicol)................. 37
Experimento de estresse salino (NaCl)...........ccooiiiiiiiiiiiiie 39
Conteldo de prolina........ccccvviireeeemmeicsscinsis s 41
Extragcao de RNA total, purificagao e sintese de cDNA.................... 41
Avaliagao transcricional dos genes candidatos............ccccccciiinnnnee. 42
Andlise estatistiCa.......ccccccvrmrrriiiiiicc 43
RESULTADOS........ccooiiiiiiicssssssssnnnrse s e s e s s s s s s s sss s ssmsmnmnsnnsnnnees 44
Identificacao dos genes P5CS em P. vulgaris L..........ccccoovvriiirrinnnns 44

Estrutura génica de P5CS em P. vulgaris L............cccciimrirreeeeecnnnnnnnns 44



5.3
5.4
5.5
5.6
5.7

5.8
5.9
5.10

5.11
5.12
5.13
5.14
5.15
5.16
5.17
5.18
5.19
5.20

5.21

5.22

5.23
5.23.1

5.23.2

5.23.3

5.23.4

Mapeamento de genes P5CS nos cromossomos de P. vulgaris L.. 45

Analise dos motivos protéicos de PvP5CS em P. vulgaris L.......... 45
Perfil de expressao génica P5CS em P. vulgaris L.........cccccceeeviennnn. 47
Evento de duplicagao de genes P5CS em P. vulgaris L................... 48
Anidlises de sintenia de genes P5CS em P. vulgaris L. A. thaliana

€ 0. SatiVa.......ooiiiiirerrree 49
Arvore filogenética de P. vUIQaris L........ccccueceevveeercerssmecsssssseessnsseas 50
Proteinas PvP5CS em 3D em P. vulgaris L..........cccooovimrrrrrirreececennnnee. 50
Elementos regulatérios cis de sequéncias genéticas em P.

1740 1o = 1 L= 53
Identificagao dos genes ProT em P. vulgaris L.........ccccevviveeveeennnnnees 53
Estrutura génica de ProT em P. vulgaris L........ccoomirrrmcccccccccieee, 54

Mapeamento de genes ProT nos cromossomos de P. vulgaris L... 54

Analise dos motivos protéicos ProT em P. vulgaris L..................... 55
Expressao génica ProT em P. vulgaris L.........coovreeemcncciciiiiiiiinneennns 56
Evento de duplicagao de genes ProT em P. vulgaris L.................... 57
Andlise de sintenia de genes ProT em P. vulgaris L.............c.......... 58
Arvore filogenética de P. VUIQaris L.........ccceoeeeeeeerneeeeseseneensseenessnsens 58
Proteinas PvProT em 3D em P. vulgaris L.........ooeermmciiccciiiiiiiieieenens 59

Elementos regulatérios cis de sequéncias genéticas ProT em P.

L7401 e = L L= 60
Determinagao da quantidade de prolina em plantas tratadas com
V= T O 61
Determinagao da quantidade de prolina em plantas tratadas com
= 62
Validagao de RT-qPCR de genes diferencialmente expressos....... 63

Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse salino em

folhas de feijao BAT 477 ...t 63
Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico
induzido por PEG em folhas de feijao da cultivar BAT 477................... 64

Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico
induzido por NaCl em folhas de feijao da cultivar Pérola....................... 65

Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico



induzido por PEG em folhas de feijao da cultivar Pérola....................... 66

DISCUSSAD........couiiiirirecrrecresestsesssssesssssssessessessesssssssssssssssssssssssnssness 68
[ oY 1T T T (2 03 ) T 68
Transportador de prolina (ProT).......cooeiiiiiecccccccee e 74
CONCLUSAD........cceireerereenr st sessesasssssessesse st esessesassssssssssssssessssssnssnes 77

REFERENCIAS.........ccoiiirererrsee e seeeeessesssassssssesesssesasssasssssssssssssssssenes 78



19

1 INTRODUCAO

As mudangas climaticas tém impactado significativamente todos os setores
do agronegoécio nos ultimos anos (Grigorieva; Livenets; Stelmakh, 2023). A
gravidade dos efeitos de ondas de calor e secas se intensificou drasticamente,
saltando de 2,2% no periodo entre 1964 e 1990, para 7,3% entre 1991 e 2015 (FAO,
2023). Os registros demonstram que o aquecimento global ja provoca impactos
expressivos na agricultura. As crescentes evidéncias cientificas indicam que a
continua tendéncia de aquecimento global, alteragbes nos padrées sazonais e
maior intensidade das precipitacdes irdo aumentar a vulnerabilidade dos sistemas
agricolas (Bibi; Rahman, 2023). Eventos catastroficos recorrentes relacionados as
mudangas climaticas representam séria ameaga a seguranca alimentar e a
sustentabilidade do setor agricola no longo prazo (FAO, 2023). Tais perturbagdes
climaticas resultam em alteragdes ambientais, como ondas de calor, padrbes
irregulares de precipitagdo, aumento na concentracdo de CO. atmosférico e
variagcbes de temperatura (Santos et al., 2022). Essas mudancas, por exemplo,
levam ao surgimento de novas pragas, ervam daninhos e patdgenos, impactando
negativamente a produgéo agricola. Com o crescimento populacional projetado para
9,1 bilhdes em 2050, a seguranga alimentar global enfrenta desafios criticos como
terras limitadas, escassez de agua e mudancas climaticas (Chaudhry; Sidhu, 2022).
Para superar esses obstaculos, €& necessario desenvolver uma estratégia
abrangente que integre tecnologias avangadas, gestdo eficiente de recursos e
cooperagao internacional, visando aumentar a producao alimentar em 70% e reduzir
a fome que atinge mais de 820 milhdes de pessoas atualmente (Tkemaladze, 2025).

O feijoeiro se destaca entre as muitas culturas em risco nos proximos anos
devido a esse tipo de estresse. O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma
cultura muito importante, sendo cultivada extensivamente em todos os continentes
do globo como monocultura ou em sistemas consorciados, desde os tropicos de
planicie até regides semiaridas em ambientes temperados, com ou sem irrigagao
(Blair et al., 2025). Por ser uma leguminosa, é considerada a principal fonte de
nutrientes para milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento e uma
importante fonte de proteina total, energia e micronutrientes em todo o mundo
(Karavidas et al., 2022).

As plantas reagem a falta de agua através de diversos mecanismos
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adaptativos, incluindo mudangas fisicas, ativacdo genética e produgdo de
substancias que as ajudam a tolerar condigbes de seca (Santos et al., 2022).
Melhorar a resisténcia das plantas a seca é essencial, especialmente na agricultura
sustentavel, devido as mudancgas climaticas e a diminuicdo dos recursos hidricos
(Simsek et al., 2024) e a salinizagdo de solos e aguas, ameagando a agricultura e
os ecossistemas no futuro proximo (Ondrasek et al., 2022). O estresse hidrico afeta
fungdes vitais das plantas, comprometendo o turgor celular e o potencial hidrico
(Yang et al., 2021b). Essa condicdo de estresse modifica caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas e moleculares das culturas (Santos et al,, 2022). O
estresse salino causado pelo NaCl (cloreto de sbédio) e o estresse osmotico
provocado pelo polietileno glicol (PEG) induzem um estresse hidrico nas plantas,
embora por mecanismos diferentes. Ao ser avaliado os efeitos de diferentes
tratamentos NaCl, PEG-6000 e irrigacdo reduzida nas raizes, folhas e seiva do
floema de plantas pode-se entender melhor a resposta a diferentes tipos de
mimetizadores de déficit hidrico (Castafieda; Gonzalez, 2021).

As plantas desenvolveram diversas adaptagbes para lidar com a seca,
incluindo a producédo de substancias protetoras e mecanismos de recuperagao.
Essas estratégias abrangem mudangas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares que as ajudam a sobreviver em condigbes de baixa disponibilidade de
agua (Santos et al., 2022; Hura, T.; Hura, K.; Ostrowska, 2022). O estresse salino
pode ativar a expressao de genes envolvidos na tolerancia a sal, como aqueles
relacionados a homeostase ibnica, osmorregulacdo e biossintese de solutos
compativeis (Sinaga; Marpaung, 2024). Isso ajuda a planta a manter suas fungdes
fisiolégicas e reduzir os efeitos nocivos do NaCl. Em 2019, por exemplo, um estudo
sobre culturas de Brassica demonstrou correlagdes entre varias caracteristicas
afetadas pelo estresse salino, como a taxa de crescimento radicular, o teor de
prolina, a relagao ibnica potassio/sddio e os hormdnios relacionados ao estresse
(Sinaga; Marpaung, 2024). O estresse salino também pode levar a diminui¢cdo da
regulagdo de genes envolvidos no crescimento e desenvolvimento vegetal,
resultando em redugéo do crescimento e da producéo de frutos (Sinaga; Marpaung,
2024). Além disso, esse tipo de estresse abidtico pode induzir a expressao de genes
responsivos ao estresse, o que auxilia a planta a lidar com os multiplos estressores e
melhorar sua tolerancia aos estresses abioticos.

Esforgos foram feitos para identificar o amplo conjunto de mecanismos
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associados a maior tolerancia a seca sob restricdo hidrica em gendtipos de feijao
seco da Mesoameérica (Beebe et al., 2008; Rosales et al., 2012; Lanna et al., 2018).
Uma quantidade cada vez maior de dados gendmicos do feijao comum estdo se
tornando disponivel para a comunidade cientifica, permitindo pesquisas mais
precisas e preditivas baseadas em informagdes genémicas.

A prolina € um subaminoacido ciclico que desempenha um papel crucial na
adaptacao das plantas ao estresse hidrico. Sob condicbes de seca, seu acumulo
nao é passivo, mas uma estratégia ativa para estabilizar estruturas subcelulares,
manter o equilibrio osmdtico e neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO),
contribuindo significativamente para a toleréncia das plantas a seca (Luan et al.,
2024). Os estudos dos genes P5CS e ProT representam dois aspectos cruciais do
metabolismo da prolina: sua biossintese (via P5CS) e seu transporte e distribuicao
(via ProT). O entendimento da regulacédo e expressao destes genes pode revelar:
como ocorre o controle dos niveis de prolina em diferentes tecidos, sua mobilizagao
durante o desenvolvimento, quais sinais regulam sua sintese e transporte, € como
este aminoacido influéncia os processos de desenvolvimento e reproducdo das
plantas.

Através das ferramentas de bioinformatica € possivel identificar isoformas,
qgue sao variantes da mesma proteina codificada por um Unico gene. Essas variantes
s&o produzidas devido ao processamento alternativo do RNA mensageiro (RNAm)
ou modificagdes pods-traducionais (Joaquim; El-Hani, 2010). As isoformas podem ter
fungdes, localizagbes celulares ou padrdes de expressao diferentes (Joaquim; El-
Hani, 2010). Apesar dos esforgos globais, devido a resposta altamente complexa
das plantas a seca, a correlagdo precisa entre os genes e a tolerancia a seca ainda
precisa ser mais bem explorada. Assim, para lidar com o estresse hidrico no futuro,
€ crucial determinar os mecanismos fisiolégicos e as vias de sinalizagdo moleculares
responsaveis pelo aumento da tolerancia a seca. Diante o exposto, buscou-se
identificar in silico os genes P5CS e ProT em P. vulgaris L. e avaliar sua expressao

nas cultivares BAT 477 e Pérola.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais do feijoeiro

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa de extrema
importancia utilizada como base alimentar em diversos paises (Karavidas et al.,
2022). E uma planta autégama, dicotiledénea, pertence ao género Phaseolus da
familia das Fabaceae. Anteriormente através de estudos filogenéticos e da avaliagao
de gendtipos de feijao comum amplamente coletados em diferentes regides,
variando das Américas, Africa (Rodriguez et al., 2016; Blair et al., 2025) e Europa
(Angioi et al., 2010; Maras et al., 2013), confirmaram eventos de domesticagdo
independentes especificos para cada um dos pools génicos geograficos (Sedlar et
al., 2020). Botanicamente, Phaseolus ¢é classificada como planta diploide e
apresenta um conjunto de cromossomos igual a 22 (2n = 22) (Ramalho; Santos,
1992). O amido € o principal carboidrato presente nas sementes de feijao,
representando entre 25% e 45% da matéria seca e representa a principal fonte de
carboidratos disponiveis na dieta humana (Punia, et al., 2020).

Pode-se dividir o desenvolvimento da planta de feijao em duas grandes
fases, sendo elas: 1° - A fase vegetativa que se inicia a germinagdo da semente e
vai até o aparecimento dos primeiros botdes florais (R5). 2° - Fase reprodutiva, que
se inicia no florescimento sendo finalizada com a maturacéo fisiolégica dos graos
(R9) (Portes; Kluthcouski; Oliveira, 2009). Oliveira et al. (2018), definiram e
classificaram detalhadamente os estadios fenoldgicos do feijoeiro em: germinagao
(V0); emergéncia (V1); folhas primarias (V2); folha trifoliolada (primeira folha
composta aberta) (V3); terceira folha trifoliolada (V4); primeiro botdo floral (R5);
abertura da flor (R6); primeira vagem (R7); enchimento das vagens (R8); e

maturacéo fisiologica (R9) (Figura 1).
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Figura 1 — Fenologia do feijoeiro.
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Fonte: Adaptada de Debouck; Hidalgo (1985).

O cultivo de feijao comum no Brasil concentra-se principalmente nos estados
do Parana, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Sao Paulo, sendo que os maiores
indices de produtividade s&o observados nos estados do Brasil Central (Sdo Paulo,
Distrito Federal, Goias, Minas Gerais e Mato Grosso), além de Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Parana (Wander; Silva, 2023). A cultura do feijao é distribuida em
trés épocas de plantio, onde no periodo de 2020-2022, a primeira safra
correspondeu a 36%, a segunda safra a 39% e a terceira safra a 25% da producgéo
nacional (Wander; Silva, 2023).

Na analise comparativa entre as safras 2023/24 e 2024/25, observa-se uma
tendéncia positiva nos indicadores produtivos (CONAB, 2025). A area cultivada
apresentou incremento de 1,7%, evoluindo de 2.859,5 para 2.908,1 mil hectares,
conjuntamente com o aumento de 3,1% na produtividade, que passou de 1.135 para
1.170 kg/ha. Como resultado dessa evolugao, a produgao total registrou crescimento
expressivo de 4,9%, alcangando 3.401,7 mil toneladas, comparado as 3.244,3 mil
toneladas da safra anterior, representando um acréscimo de 157,4 mil toneladas
(CONAB, 2025). Este desempenho positivo é atribuido tanto a expanséo das areas
de cultivo quanto ao incremento da eficiéncia produtiva, tendo este ultimo fator
contribuido de forma mais significativa para os resultados alcangados.

Em condigbes de irrigagéo, a cultivar de feijao P. vulgaris L. (Pérola), por
exemplo, pode atingir uma produtividade de 3.000 kg por hectare (EMBRAPA,
1994), e alguns gendtipos como IAC-Carioca e CNFC 8010 apresentam
produtividade acima de 3.500 kg hectare em periodos chuvosos (Lemos et al.,
2004). Em contraste, sob condi¢cdes de cultivo de sequeiro, sua produtividade pode

alcancar até 2400 kg/ha. Além disso, a cultivar Pérola supera a
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variedade Carioquinha, a mais amplamente cultivada no Brasil, com uma producao
adicional de 15% a 20% (EMBRAPA, 1994). Por ser uma planta de metabolismo
C3, o feijoeiro tem uma alta demanda hidrica. Na auséncia de agua suficiente, a
planta entra em um processo de fotorrespiragdo, o que resulta em uma produgao
reduzida de matéria seca e para garantir uma produgdo otimizada, é crucial manter
um fornecimento adequado de agua (Pereira; Ferreira, 2024).

No entanto, a expansado da produgédo de feijao irrigado no Cerrado pode
enfrentar desafios devido a escassez de recursos hidricos. Fatores como
urbanizagdo e desmatamento de areas de recarga de lencol freatico, aliados as
mudancgas climaticas, como o aumento das temperaturas minimas e a reducéo da
precipitacdo, sdo causas significativas das alteragées no regime hidrico (Carvalho,
2022). Essas mudancas podem ter implicacdes diretas na producdo de feijao,
exigindo estratégias de manejo eficazes para garantir a sustentabilidade da
producao.

Todavia, a salinidade do solo, comum em regides aridas e semiaridas,
prejudica a estrutura do solo e o desenvolvimento vegetal. Os sais afetam as plantas
de duas maneiras: osmotica e idbnica (Santos et al., 2022). Quando a concentragéo
de sal ultrapassa o nivel normal, o potencial hidrico do solo diminui, resultando em
menor absor¢do de agua pelas raizes das plantas (lbrahimova, et al., 2021). A
sobrevivéncia vegetal em ambientes com alta concentracéo salina esta diretamente
condicionada a intensidade da salinizacado e as caracteristicas adaptativas de cada
especie.

No caso especifico do feijoeiro, pesquisas recentes demonstram que sua
produtividade sofre significativa redugdo quando submetido ao estresse salino,
condicdo que, quando associada a competicdo com plantas invasoras, compromete
severamente suas respostas morfofisioldgicas e mecanismos adaptativos (Feletti et
al., 2024). Porém, as plantas reagem aos sinais de estresse salino ativando
rapidamente as vias de sinalizagdo, a fim de restabelecer a homeostase celular e
ajustar o crescimento e o metabolismo celular (Santos et al., 2022; Zhou, et al.,
2024). Portanto, a gestdo adequada da salinidade do solo é crucial para a produgéo
de feijao. O feijao BAT 477 é uma cultivar de P. vulgaris L. conhecida por sua
tolerancia a condigbes de seca (Lanna et al., 2018). Este gendtipo tem sido objeto
de estudos que visam compreender suas caracteristicas fisiolégicas e mecanismos

de tolerancia a seca. Estudos da Embrapa Arroz e Feijao demonstram que a cultivar



25

BAT 477 de feijao comum apresenta superior tolerancia ao déficit hidrico, com
menor redu¢do no rendimento de grdos e maior capacidade de ajuste osmotico
(Lanna et al., 2018). Desenvolvido pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), este gendtipo exibe adaptagdes bioquimicas e morfoagronémicas eficientes
sob estresse hidrico (Arruda et al., 2018). Este gendtipo pode ativar genes
especificos relacionados a tolerancia a seca em suas raizes, o que o torna
particularmente adequado para cultivo em regides propensas a estiagem. A cultivar
Pérola, lancada em 1994 pela Embrapa Arroz e Feijao, representa um importante
genotipo do grupo comercial carioca. Caracteriza- se por um ciclo de crescimento
normal de 85 a 95 dias, porte semiereto e grédos de alto padrdao comercial
(EMBRAPA, 1994). Estudos comparativos com cultivares similares, como a BRS
FC402, demonstram potencial produtivo significativo, com rendimento médio de

2462 kg/ha em condi¢des adequadas de cultivo (Melo et al., 2017).

2.2 Estresses abioticos

Os estresses abidticos em plantas tais como, temperaturas extremas,
alagamento, seca, salinidade, dentre outros, tem um sério efeito sobre a produgéo
agricola mundial, pois pode comprometer o crescimento das plantas, afetando o
metabolismo e, portanto, reduzindo o rendimento das culturas em até 70% (Arun-
Chinnappa; Ranawake; Seneweera, 2017; Chaudhry; Sidhu, 2022). A deficiéncia
hidrica, um dos principais estresses ambientais, reduz o potencial hidrico das
plantas, comprometendo a condutancia estomatica e a transpiracao foliar. Isso eleva
a temperatura foliar e diminui a producdo de fotoassimilados, impactando
negativamente o crescimento e a produtividade das culturas (Souza et al., 2020;
Santos et al., 2022).
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Figura 2 — Fatores abidticos que podem afetar as plantas.
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Fonte: Imagem criada por Microsoft Des:gner com edic¢do. Disponibilizada em 26 de abril de
2024, através de interagdo com inteligéncia artificial (IA) de design grafico.

Adicionalmente, os estresses abidticos desencadeiam uma ampla gama de
respostas fisiolégicas e morfoldgicas através de alteragdes da expressédo génica,
niveis hormonais, biossintese de metabdlitos e atividade antioxidante (Santos et al.,
2022). Contudo, a resposta fisiolégica para estresses abioticos é acompanhada de
mudangas no padrdo da expressao génica, onde inumeros genes podem ser
induzidos, e consequentemente outros tipos de estresses abidticos podem
desencadear uma comunicagdo cruzada (cross-talk; uma ocorréncia comum no
campo), entre essas vias de sinalizagdo (Bowne et al., 2018; Dwivedi, 2023).

As plantas ao longo da evolugdo também desenvolveram inumeros
mecanismos para manter o crescimento e a sobrevivéncia diante dos estresses
abidticos. No contexto agricola, a énfase estda na manutengdo do crescimento e da
produtividade, mas a predisposicdo evolutiva das plantas € mais para a
sobrevivéncia do que para a produtividade em si (Salse et al., 2024). Essa distingéo
deve ser lembrada ao interpretar qualquer conjunto de dados “Omicos” (Bowne

et al, 2018). Os avangos recentes em tecnologias ©6micas (genbmica,
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transcriptdmica, protebmica e metabolédmica) tém acelerado o melhoramento de
plantas para enfrentar mudancas climaticas e aumentar a producdo alimentar. A
integracdo destas plataformas com estudos de plasticidade fenotipica,
potencializada por algoritmos de aprendizado de maquina em evolugao, promete
aprimorar a interpretacdo biologica de caracteristicas complexas nas culturas
agricolas (Mahmood et al., 2022). Muitas abordagens biotecnoloégicas envolvendo
genes relacionados a osmoprotegao (por exemplo, ao gene P5CS) abrem novas
perspectivas para a analise e incorporacdo desses genes em espécies vegetais
cultivadas. Esses gendtipos podem representar potenciais repositorios de
conhecimento (epi) genémico essencial para compreender e desenvolver estratégias
de adaptagdo agricola frente as mudangas climaticas emergentes e desafios

agroecologicos (Salse et al., 2024).

2.3 Prolina

A prolina, aminoacido que se acumula em elevadas concentragdes nas
plantas sob estresse, desempenha multiplas fungdes criticas nos processos
celulares, incluindo regulagdo da pressdo osmoética, manutencdo do estado
energético, metabolismo de nutrientes, equilibrio redox e mecanismos de defesa
contra patégenos (Alvarez; Savouré; Szabados, 2022). A via biossintética da prolina,
que utiliza glutamato como substrato, € conservada em todos os organismos vivos e
ocorre por meio de trés reagdes enzimaticas irreversiveis (Filgueiras; Zamocky;
Turchetto-Zolet, 2024). O acumulo do aminoacido prolina € uma das respostas em
plantas para muitos estresses bidticos e abiodticos (Alvarez; Savouré; Szabados,
2022; Signorelli; Monza, 2017). A prolina nas plantas desempenha um importante
papel adaptativo na tolerancia aos estresses abibticos, principalmente devido a sua
propriedade osmoprotetora (Hosseinifard et al., 2022). Nas plantas superiores a
biossintese da prolina € desencadeada principalmente pela via do glutamato, que
inclui duas reagdes enzimaticas e uma nao enzimatica (Alvarez; Savoure; Szabados,
2022). As reagbes enzimaticas ocorrem no citoplasma ou cloroplasto e sé&o
catalisadas pela A'-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS; EC 2.7.2.11) e A'-
pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR; EC 1.5.1.2) (Figura 3). No processo de
interconversao do glutamato semialdeido (GSA), ocorre uma transformagao quimica

natural e espontanea, sem catdlise enzimatica, onde o GSA se converte em A'-
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pirrolina-5-carboxilato (P5C) através de uma reacao de ciclizagao (Filgueiras, 2021).
Neste equilibrio quimico, ha uma tendéncia termodinamica favoravel a formacao de
P5C.

Figura 3 — Via de biossintese da prolina em plantas.
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Fonte: Adaptado de Bandurska et al. (2017).

Na literatura, encontramos diversos estudos que envolvem a caracterizagao
do gene P5CS em varias espécies, incluindo Carica papaya (Zhu et al., 2012), Morus
alba (Zhou et al., 2016), Lilium regale (Wei et al., 2016), Saccharum (Li et al., 2018),
Triticum aestivum L. (Lima et al., 2019), Eugenia uniflora L. (Anton, 2015). Estudos
sugerem que os genes P5CS surgiram de um evento unico de fusdo entre paralogos
dos genes ProA, que codifica a enzima gama-glutamil fosfato redutase (responsavel
pelo primeiro passo da via biossintética da prolina), e ProB, que codifica a enzima
glutamato semialdeido desidrogenase (responsavel pelo segundo passo desta via)
(Filgueiras; Zamocky; Turchetto-Zolet, 2024). Este evento de fus&o peculiar ocorreu
em um ancestral eucariético e se disseminou para outras linhagens por meio da
transferéncia horizontal de genes (Filgueiras; Zamocky; Turchetto-Zolet, 2024).

No que se refere a diversificacdo desta familia génica, a filogenia do gene
P5CS em plantas revela que ocorreram multiplos processos independentes de
duplicacdo e perda deste gene, sendo as duplicagdes relacionadas a eventos
antigos de poliploidizagcdo (Filgueiras; Zamocky; Turchetto-Zolet, 2024). Ha
evidéncias de que o P5CS pode ter se originado de um evento de fusdo génica
entre dois genes ancestrais: um gene responsavel pela codificagdo de uma enzima
da via de biossintese da prolina e outro gene que codifica uma proteina de ligacéao
ao DNA. Essas evidéncias foram apresentadas por Filgueiras (2021). A fuséo

desses dois genes resultou na formagcdo do gene P5CS, que codifica uma
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enzima que catalisa a sintese da prolina. Durante a evolucdo de monocotileddneas
e dicotiledéneas, o gene P5CS foi duplicado varias vezes (Turchetto-Zolet et al.,
2009; Rai; Penna, 2013). No entanto, a maioria das plantas possui dois genes
P5CS: um constitutivo e outro indutivel pelo estresse, denominados P5CS1 e
P5CS2, respectivamente (Alvarez; Savouré; Szabados, 2022).

Algumas espécies, no entanto, podem apresentar apenas um gene, como
observado em P. ostii (Luan et al., 2024). Além disso, um terceiro gene P5CS
(P5CS3) foi encontrado em Medicago truncatula (Kim; Nam, 2013) e em L. regale
(Wei et al., 2016). Segundo esses autores, os genes identificados também
contribuem para o acumulo de prolina e a tolerdncia ao estresse abidtico. No
entanto, a fungdo do gene P5CS em respostas aos estresses abidticos no feijoeiro
ainda precisa ser esclarecida. Existem dois estudos de Chen et al. (2009; 2010), que
se basearam na clonagem do gene P5CS em P. vulgaris L.. Hoje, com ferramentas
mais avangadas do que as disponiveis na época de Chen et al. (2009; 2010), além
do livre acesso ao genoma do feijoeiro, € necessario realizar esforgos para investigar
0Ss mecanismos moleculares de adaptacdo ao estresse e maior tolerancia em uma

cultura importante como o feijoeiro.

2.4 Transportador de Prolina (ProT)

As proteinas transportadoras de aminoacidos nas plantas constituem um
sistema complexo e especializado para a translocagao de aminoacidos através das
membranas celulares. Funcionando como proteinas integrais de membrana, a
familia transportadora de aminoacidos (ATF) desempenha papel fundamental na
mediacao deste transporte em plantas superiores (Yang et al., 2020). Estas
estruturas, também conhecidas como proteinas transportadoras de aminoacidos
(AATs), ndo apenas regulam o transporte intercelular de aminoacidos, mas também
participam ativamente no metabolismo de carbono e na dinamica de translocacao
através do xilema e floema, componentes essenciais do sistema vascular vegetal
(Dong et al., 2024). Adicionalmente, estes transportadores exercem fungdes cruciais
nas respostas adaptativas das plantas a estresses patogénicos e abidticos
(Akbudak; Filiz, 2020).

O sistema de transportadores de aminoacidos nas plantas é extenso e

diversificado, compreendendo principalmente trés grandes familias: a familia de
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transportadores de aminoacidos (ATF), também denominada familia de
aminoacidos/auxina-permease (AAAP); a familia de transportadores de
aminoacidos-poliamina-colina (APC); e a familia de transportadores geralmente
associados a entrada e saida de multiplos aminoacidos (UMAMIT) (Akbudak; Filiz,
2020; Yang et al., 2020). A familia UMAMIT, especificamente, codifica exportadores
que compreendem 63 e 44 genes em Arabidopsis, localizados no tonoplasto ou na
membrana plasmatica. A maioria destes transportadores UMAMIT possui
capacidade de exportar aminoacidos do citosol, evidenciando sua funcdo no
transporte intra e intercelular destas moléculas (Zhao et al., 2021). A familia ATF é a
mais estudada e compreende oito subfamilias especializadas: transportadores gerais
de aminoacidos (AAP), transportadores de lisina e histidina (LHT), transportadores
de prolina (ProT), transportadores de acido c-aminobutirico (GAT), transportadores
de aminoacidos aromaticos neutros (ANT), transportadores de auxina (AUX),
transportador de aminoacidos semelhante (ATL) e transportadores vesiculares
associados a aminérgicos (VAAT) (Yang et al., 2020). Esses transportadores
transportam diversos tipos de aminoacidos e compostos relacionados,
desempenhando fungdes cruciais no metabolismo, regulacdo e sinalizagéo
necessarios para o crescimento, desenvolvimento e adaptacdo das plantas em
diferentes condigdes ambientais (Yang et al., 2020).

A distribuicdo de prolina entre os diferentes compartimentos da célula ndo é
uniforme. Esse aminoacido é distribuido dentro da planta por transporte de longa
distancia ao longo de feixes vasculares e localmente por transporte através da
membrana plasmatica ou dos plasmodesmas (Per et al., 2017; Alvarez; Savouré;
Szabados, 2022). ProT, transportador especifico de prolina, pertence a superfamilia
de transportadores de aminoacidos, encontra-se na membrana plasmatica e
provavelmente esta envolvido no transporte desse soluto intracelular e de longa
distancia (Yang et al., 2020).

Sob condicdes de estresse, a transferéncia de solutos através de
membranas € mediada e controlada por proteinas especificas. Os transportadores
de prolina (ProTs) facilitam o acumulo deste aminoacido, contribuindo
significativamente para a tolerdncia da planta ao estresse (Smith, 2024). Em
condi¢bes normais, eles também estdo envolvidos na alocagao de prolina para o

crescimento e desenvolvimento de 6rgaos (Alvarez; Savouré; Szabados, 2022). O
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transporte de prolina € de suma importancia para combater diversos estresses
abioticos, sendo sua regulacdo dependente de sinais ambientais. Os principais
transportadores de prolina (ProTs) foram isolados de A. thaliana e demonstraram
ser extremamente seletivos para prolina (Meena et al., 2019). Em resposta a
condicbes de estresse, plantas de A. thaliana aumenta a expressdo dos
transportadores ProT1 e ProT2, que desempenham fungdes especificas: o ProT1 é
ativado principalmente durante o estresse salino, enquanto o ProT2 atua no

transporte de nitrogénio em condigbes de estresse hidrico (Meena et al., 2019).
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3 OBJETIVO

Identificagdo e caracterizagdo in silico de genes candidatos (P5CS) e ProT

em P. Vulgaris L. Envolvidos na biossintese e transporte da prolina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Analises in silico para identificagao de genes
4.1.1 Busca e identificagao de sequéncias

A busca e identificacdo de sequéncias no estudo foram realizadas utilizando
o banco de dados Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) para acessar o
genoma de P. vulgaris L., seguido por uma analise BLAST local com sequéncias de
aminoacidos relacionados ao P5CS (AT2G39800.1) e ProT (AT2G39890.2) em A.
thaliana como referéncia, respectivamente. Essa abordagem permitiu identificar
homologos em P. vulgaris L. com alta similaridade. Posteriormente, foram
identificados membros das familias génicas P5CS e ProT com base em dominios
estruturais conservados, confirmando suas fungbes no metabolismo da prolina,

essencial para o estresse hidrico, assegurando precisao e relevancia para o estudo.

4.1.2 Estratégia de busca para a revisao sistematica

4.1.2.1 Obtencao e preparagcao das sequéncias

Sequéncias dos genes P5CS (A'-pirrolina-5-carboxilato sintase) e ProT
(transportadores de prolina) de P. vulgaris L. foram obtidas do banco de dados
gendmico Phytozome. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram

extraidas no formato FASTA para analises subsequentes.

4.1.2.2 Caracterizagao fisico-quimica das proteinas

As propriedades fisico-quimicas das proteinas codificadas pelos genes
P5CS e ProT foram determinadas utilizando a ferramenta ExPASy. O ponto
isoelétrico (pl) foi calculado identificando o pH onde a carga liquida da proteina é
zero, considerando a contribuicdo de cada aminoacido (aa) e grupos terminais. O
peso molecular (kDa) foi determinado pela soma dos pesos de cada residuo,

incluindo grupos terminais e possiveis modificagdes pds-traducionais.

4.1.2.3 Predicéo de localizagao subcelular
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A localizagdo subcelular das proteinas foi predita utilizando programa o
Plant-mPLoc, ferramenta especifica para proteinas vegetais. A analise integrou
informagdes de ontologia génica, dominios funcionais e dados evolutivos para

realizar as predigbes de compartimentalizagéo celular.

4.1.2.4 Analise estrutural dos genes

A estrutura dos genes (distribuicdo de éxons e introns) foi analisada
utilizando o Gene Structure Display Server (GSDS 2.0). Os dados gendmicos e
sequéncia CDS (sequéncia codificadora) foram submetidos a plataforma
(http://gsds.gao-lab.org/) para geracdo de representagdes graficas das estruturas
génicas, destacando elementos conservados essenciais para o metabolismo da

prolina.

4.1.2.5 Identificagcao de motivos proteicos conservados

Motivos conservados nas sequéncias proteicas foram identificados utilizando
o MEME v.5.5.7 (Multiple Em for Motif Elicitation) (https://meme-suite.org/meme/). Os
parametros foram configurados para buscar até 10 motivos conservados nas
sequéncias nao alinhadas. A analise gerou logos de sequéncia representando a
frequéncia relativa de cada aminoacido e informacdes sobre sitios especificos onde

os motivos foram localizados.

4.1.2.6 Modelagem estrutural das proteinas

A modelagem tridimensional (3D) das proteinas foi realizada utilizando a
ferramenta Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2). As sequéncias de
aminoacidos foram submetidas a plataforma para predigdo estrutural e analise

funcional baseada em homologia.

4.1.2.7 Mapeamento cromossémico

A distribuicdo cromossémica dos genes foi visualizada utilizando o MG2C.
As informagbdes de localizagdo gendmica, incluindo coordenadas dos genes e

comprimento dos cromossomos, foram organizadas conforme o template da


http://gsds.gao/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/%7Ephyre2)
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ferramenta para geragao de representacdes graficas da disposi¢do dos genes.

4.1.2.8 Analise filogenética

Relagbes evolutivas entre os genes foram inferidas utilizando o programa
MEGA7. As sequéncias foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW. Arvores
filogenéticas foram construidas pelo método Neighbor-Joining (NJ), com os
comprimentos dos ramos representando distancias genéticas (substituicdes por

sitio).

4.1.2.9 Analise de elementos regulatérios cis

Elementos regulatérios cis foram identificados nas regides promotoras (1500
pares de base — pb do sitio de inicio da transcri¢gdo) utilizando o PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). Os resultados foram
organizados em planilhas Excel e visualizados através da plataforma Tbtools para

interpretacdo dos padrdes regulatorios associados a resposta ao estresse hidrico.

4.1.3 Analises integradas

O TBtools, uma plataforma bioinformatica de interface amigavel, foi utilizada
como uma solugdo integrativa para diversas analises gendmicas, incluindo:
resultados do PlantCARE, processamento de dados gendémicos do Phytozome;
andlise de sintenia entre genes e o calculo de taxas Ka/Ks (substituicbes néao
sinbnimas e sinbnimas). Para a visualizagcao de resultados do PlantCARE, o TBtools
permitiu a integracao e exibigc&o interativa de elementos cis-regulatérios identificados
nas regides promotoras de genes como PvP5CS e PvProT em P. vulgaris L.,
gerando graficos personalizaveis. O processamento de dados gendmicos do
Phytozome foi facilitado com ferramentas como o Basic Biosequence View, que
permitiu a pré-visualizagéo e edicdo de sequéncias genémicas obtidas, garantindo a
preparacao eficiente para analises posteriores

Na analise de sintenia entre genes, o TBtools integrou fungdes especificas,
como o One Step MCScanX, que automatizou a deteccdo de blocos colineares
usando o algoritmo MCScanX, e o Text Merge for MCscanX, que unificou resultados

de multiplos arquivos para simplificar a visualizagdo. O Multiple Synteny Plot foi


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)
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empregado para criar representagdes graficas interativas, como plots duais ou
circulares, mostrando relagdes de sintenia entre P. vulgaris L., A. thaliana, e O.
sativa, com ajustes rapidos para personalizagédo. Para o calculo de Ka/Ks, o Simple
Ka/Ks calculator do TBtools foi utilizado para estimar as taxas de substituicdo nao
sinbnima e sindbnima em pares de genes duplicados ou ortélogos de PvP5CS e
PvProT.

4.1.3.1 Analise de expressao (in silico)

A geragao de mapas de calor (heatmaps) para analise de expressao génica
foi realizada usando o CIMMiner. Esta analise utilizou valores de FPKM (do inglés
Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped) depositados no
banco de dados Phytozome. Foram analisados os perfis de expressao dos genes
PvP5CS e PvProT em P. vulgaris L.. Os valores numéricos, normalizados (como
log2 fold change ou z-scores), foram preparados no formato tabular para serem
compativeis com a entrada exigida pelo CIMMiner. O CIMMiner gerou mapas de
calor coloridos, onde cores intensas (vermelho para alta expresséo e verde para
baixa expressédo, com gradacgdes intermediarias) indicaram os niveis de expressao
das sequéncias nos diferentes tecidos da planta, proporcionando uma visualizagéo

intuitiva dos dados.

4.2 Experimento de estresse abiético

Os experimentos de estresses abidticos foram realizados em casa de
vegetacao climatizada, localizada a 22°06’59”S, 51°27°02"W em altitude de 475 m,
Area Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UNOESTE (Universidade
do Oeste Paulista), Campus Il em Presidente Prudente-SP. As cultivares de feijoeiro
comum BAT 477 (tolerante a seca) e Pérola (susceptivel a seca), foram utilizados
nos experimentos de estresse abidtico (seca e salinidade). Esse material foi
gentilmente cedido pela Embrapa Arroz e Feijao através da pesquisadora e curadora

do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao (Figura 4).
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Figura 4 — Cultivares de feijao BAT 477 (tolerante a seca) e Pérola (susceptivel a

seca) cedidos pela Embrapa Arroz e Feijao.

. BAT477

Fonte: O autor.

4.2.1 Experimento de estresse osmaotico (PEG- polietileno glicol)

Foi realizado o plantio de sementes de feijao cultivares BAT 477 e Pérola em
copos descartaveis contendo substrato vegetal. Apds a emergéncia das plantulas no
estadio fenolégico V2 (segunda folha trifoliada expandida), as plantas foram
transferidas para vasos plasticos com capacidade de 1,8 L, preenchidos com terra
vegetal (Bioterra). Neste estudo, optou-se pela terra vegetal como substrato,
diferindo do substrato artificial (mistura de perlita e vermiculita, 1:3) utilizado em
experimentos com mudas de M. truncatula (Castafieda; Gonzalez, 2021). Ao
atingirem o estadio V3 (primeira folha trifoliada expandida), as plantas foram
submetidas ao inicio da imposi¢cdo do estresse hidrico. O estresse osmatico foi
induzido pela aplicagdo de polietilenoglicol (PEG 6000) em cinco tratamentos:
controle (sem PEG), 3 dias, 6 dias, 9 dias e 12 dias de exposi¢ao ao estresse. Cada
tratamento foi composto por cinco repeticdes para cada cultivar (BAT 477 e Pérola),
totalizando 50 unidades experimentais (5 tratamentos x 5 repeticdes x 2 cultivares).
As plantas sob tratamento de estresse receberam 100 mL diarios de solucédo de
PEG 6000 a 98,56 g/L em agua deionizada, enquanto as plantas controle receberam
100 mL de agua deionizada diariamente. O potencial osmdético das solugcées de PEG
6000 foi calculado utilizando a equagédo proposta por Michel e Kaufmann (1973),

conforme ajustada em Michel (1983):

Ws=-[1,18%x102C-1,18 x10™ C*>+ 2,67 x 10™*CT + 8,39 x 107" C*T] x 1072
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onde:

. Ws = potencial osmaético da solugao (MPa)

. C = concentragao de PEG 6000 (g kg™" H,0O)
. T= temperatura (°C)

A concentragao de 98,56 g/L de PEG 6000, equivalente a aproximadamente
109,34 g kg™ H,O (considerando densidade da solugao préxima de 1,0 g/mL, com
98,56 g de PEG em 901,44 g de H,O por litro), foi aplicada em 100 mL diarios por
vaso, totalizando 9,856 g de PEG por dia. Para o tratamento de 12 dias, o acumulo
foi de 118,272 g de PEG por vaso (9,856 g/dia x 12 dias).

Figura 5 — Representagao do experimento de estresse osmotico com PEG em casa

de vegetagéo.
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Fonte: O autor.

Amostras de folhas de cada tratamento (controle, 3 dias, 6 dias, 9 dias e 12
dias) foram coletadas ao final de cada periodo de exposigdo ao estresse hidrico
induzido por PEG 6000, com aplicagédo de 100 mL da solugéo diariamente (Figura
5). As réplicas biologicas foram representadas por pools de folhas de cada
tratamento, com cinco repetigdes por tratamento para cada cultivar (BAT 477 e
Pérola), totalizando 50 unidades experimentais. As coletas foram realizadas no
estadio V4, garantindo uniformidade no desenvolvimento das plantas. Apds cada

coleta, o material vegetal foi imediatamente submerso em nitrogénio liquido e
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armazenado em freezer a -80°C até sua utilizagdo para anadlises fisioldgicas ou
bioquimicas. O experimento foi conduzido em casa de vegetagédo, com temperatura,
umidade relativa e fotoperiodo controlados para atender as exigéncias do feijgdo. O
delineamento experimental seguiu um esquema de blocos casualizados, com os 50
vasos (5 tratamentos x 5 repetigcdes x 2 cultivares) dispostos de forma a minimizar
variagbes ambientais. A escolha da terra vegetal Bioterra como substrato, em vez de
misturas artificiais como perlita e vermiculita, reflete condigcbes mais proximas de
sistemas agricolas reais, mas influenciou a atenuagcado do estresse hidrico inicial,
com o acumulo de PEG intensificando o estresse até -1,0 atm no tratamento de 12
dias. A interacdo do PEG com o substrato sdlido, incluindo a retencdo em particulas
do solo e a evaporagao entre irrigagdes, contribuiu para a intensificagdo gradual do

estresse ao longo dos periodos de exposigao.

4.2.2 Experimento de estresse salino (NaCl)

Foi realizado o plantio de sementes de feijao cultivares BAT 477 e Pérola em
copos descartaveis contendo substrato vegetal. Apds a emergéncia das plantulas no
estadio fenolégico V2 (segunda folha trifoliada expandida), as plantas foram
transferidas para vasos plasticos com capacidade de 1,8 L, preenchidos com terra
vegetal (Bioterra).

Neste estudo, optou-se pela terra vegetal como substrato, diferindo do
substrato artificial (mistura de perlita e vermiculita, 1:3), utilizado em experimentos
com mudas de M. truncatula (Castafeda; Gonzalez, 2021). Ao atingirem o estadio
V3 (primeira folha trifoliada expandida), as plantas foram submetidas ao inicio da
imposicao do estresse salino. O estresse salino foi induzido pela aplicacédo de cloreto
de sédio (NaCl) em cinco tratamentos: controle (sem NacCl), 3 dias, 6 dias, 9 dias e
12 dias de exposicdo ao estresse. Cada tratamento foi composto por cinco
repeticdbes para cada cultivar (BAT 477 e Peérola), totalizando 50 unidades
experimentais (5 tratamentos x 5 repetigbes x 2 cultivares). As plantas sob
tratamento de estresse receberam 100 mL diarios de solugdo de NaCl a 150 mM
(8,766 g/L), preparada em agua deionizada, enquanto as plantas controle receberam
100 mL de agua deionizada diariamente. Com base na literatura (Al Hassan et al.,
2016), a concentragdo de 150 mM de NaCl foi selecionada para induzir estresse

salino moderado a severo, adequado para avaliar respostas fisioldgicas e
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bioquimicas do feijao.

Figura 6 — Representagao do experimento de estresse salino com NaCl em casa de

vegetacgéo.
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Fonte: O autor.

Amostras de folhas de cada tratamento (controle, 3 dias, 6 dias, 9 dias e 12
dias) foram coletadas ao final de cada periodo de exposi¢cao ao estresse salino
induzido por NaCl, com aplicagdo de 100 mL da solugcédo diariamente. As réplicas
bioldgicas foram representadas por pools de folhas de cada tratamento, com cinco
repeticdes por tratamento para cada cultivar (BAT 477 e Pérola), totalizando 50

unidades experimentais.

As coletas foram realizadas no estadio V3, garantindo uniformidade no
desenvolvimento das plantas. Apds cada coleta, o material vegetal foi imediatamente
submerso em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C até sua utilizagao
para analises fisiolégicas ou bioquimicas, como acumulo de ions (Na*, K*), prolina,
ou atividade de enzimas antioxidantes. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, com temperatura, umidade relativa e fotoperiodo controlados para
atender as exigéncias do feijdo. O delineamento experimental seguiu um esquema
de blocos casualizados, com os 50 vasos (5 tratamentos x 5 repeticbes x 2
cultivares) dispostos de forma a minimizar variagdes ambientais. A escolha da terra
vegetal Bioterra como substrato, em vez de misturas artificiais como perlita e
vermiculita, reflete condigdes mais proximas de sistemas agricolas reais, mas

influenciou a atenuacdo do estresse salino inicial, com o acumulo de NaCl
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intensificando o estresse ao longo dos periodos de exposigao.

4.3 Conteudo de Prolina

A determinacao de prolina nas folhas e raizes foi feita de acordo com a
metodologia descrita por Bates, Waldren e Teare (1973). Foram macerados 50 mg
de tecido vegetal em nitrogénio liquido, adicionados 5 mL de &cido sulfossilicico
(3%), agitados vigorosamente em voértex e permaneceram 15 min em repouso. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm por 3 min. Foram retirados 2
mL do sobrenadante e acrescendados 2 mL de ninidrina acida e 2 mL de acido
acético glacial. As amostras foram entéo incubadas a 100°C em banho-maria por 1
h, e, em seguida, transferidas para gelo. Apds o resfriamento, foram acrescendados
4 mL de tolueno e agitados em vortex por 20 s. As amostras permaneceram em
repouso por 5 min para separagao das fases (Figura 7) e o cromdéforo contendo
tolueno foi retirado da fase aquosa e realizada a leitura por espectrofotometria a 520
nm. As analises foram realizadas em triplicata e a concentracdo de prolina foi
determinada usando curva padrdo (0 — 100 uyg mL™") e expressa em micromol de

prolina por grama de massa fresca (umol gMF™).

Figura 7 — Quantificagdo da prolina nas amostras controle e tratadas com trés,

seis, nove e 12 dias de estresse salino (A) e PEG (B).
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4.4 Extracao de RNA total, purificagcao e sintese de cDNA

Foram realizadas as extracdes de RNA total de folhas de P. vulgaris L. para
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os experimentos de estresse descritos anteriormente. As extragdes foram
conduzidas usando Trizol (/nvitrogen), de acordo com as recomendag¢des do
fabricante. Posteriormente, as amostras de RNA passaram por processo de
purificacao utilizando o kit PureLink Micro to Midi Total RNA Purification System
(Invitrogen) e sua integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%.
As amostras de RNA foram tratadas com DNase para remocg¢ao de possivel
contaminagao por DNA gendmico. Apds a sintese de cDNA por transcricao reversa,
as amostras foram tratadas com RNase para remocdo do RNA template. As
concentracdes do RNA e sua pureza foram determinadas usando NanoDrop® ND-
100 (Thermo Scientific), espectrometria a 260 e 280 nm e as razdes 260/280 e
260/230. Foram utilizadas apenas amostras que apresentaram razao acima de 1,8.
Por meio do PCR convencional, utilizando primers especificos, foi determinada a
auséncia de contaminagcdo com DNA gendmico. Para sintese do DNA complementar
(cDNA) a enzima SuperScript IV Transcriptase Reversa (Invitrogen) foi utilizada,
conforme as recomendagdes do fabricante. Para um volume final de 20 pL, foi
utilizado 2 ug de RNA total: para cada 1 ug do RNA total extraido foram adicionados
500 ng de Oligo (dT)12-18 e 1 mM de dNTP mix. Posteriormente, realizou-se a
remogao do RNA original por meio de incubagao dessa reagao a 37°C por 20 min

com RNase H (Invitrogen), respectivamente.

4.5 Avaliacao transcricional dos genes candidatos

Os desenhos dos primers para os genes putativos P5CS foram
delineados com o software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) de maneira
que o amplicon obtido ficasse entre 85-120 (pb) (Tabela 1). Visando obter
amplicons especificos, as sequéncias dos primers e dos amplicons resultantes foram
confrontados com as sequéncias depositadas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para confirmar sua especificidade. A eficiéncia de
amplificagdo dos genes candidatos deste estudo foi avaliada conforme os valores de
amplificacdo apresentados por cada um deles e estes plotados e analisados in
silico pelo programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). Os cDNAs de cada
experimento de estresse abidtico foram diluidos 1:10 antes de serem utilizados em
RT-gPCR e as reagbes foram feitas em ftriplicatas. Nestas analises foi utilizado o

reagente PowerUp SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e analisadas no
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equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Posterior as analises de expressao relativa dos genes, empregou-se o calculo pela
utilizagdo do método 2-22Ct (Livak; Schimittgen, 2001). Cabe mencionar que em
todas as analises deste estudo, os niveis de transcricdo dos genes alvo foram

normalizados contra genes de referéncia (PvAct11) (Borges et al., 2012).

Tabela 1 — Genes candidatos e sequéncias utilizadas para o RT-qPCR.

Gene Primer forward Primer reverse Amplicon (pb- pares de base) (%)
Eficiéncia
PvP5CS1 CCAAAAGCTCTGGCATTGGA TTGCAGCCCTGCGACTTATT 102 99
PvP5CS2 TCACTCGGCCATGGAACTTTTTTCCCTTCTCCAGTCGCC 97 99,5
PvP5CS3 AGCTCGATTTGGCCTTGGT GGATATTGAGAGGAAGCGGGA 98 97
PvP5CS4 CGCCGTTGGACAGAACAGTACATCGGCTCAGCTTCTTGTG 100 99
PvAct11 TGCATACGTTGGTGATGAGG AATGTGAAGTCCAGCGTGTG 190 97,5

Fonte: Gene PvAct11 foi baseado em Borges et al. (2012).
4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos nas analises, exceto de RT-qPCR, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e, quando significativas, as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Os dados de RT-
gPCR foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste t para comparar as
médias entre os gendtipos (tolerante e suscetivel) dentro de cada regime hidrico e
salino (PEG e NaCl), com nivel de significaAncia de 5% (p<0,05). Para o gene
PvP5CS, os dados foram analisados por meio do teste t para comparagao das
médias entre os regimes hidricos e salinos (0 e 150 mM), também com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagcao dos genes P5CS em P. vulgaris L.

Andlise BLAST local identificou quatro membros das familias de genes do
metabolismo da prolina que conservam dominios estruturais no genoma do P.
vulgaris L. (Tabela 1). As proteinas codificadas por estes genes demonstram
heterogeneidade significativa em suas propriedades fisico-quimicas. A analise in
silico revela uma variacado no comprimento das sequéncias PvP5CS de 322 a 751
aa, pontos pl entre 5,64 e 6,64, o peso molecular das proteinas em quilodaltons
(kDa) de 81,4 a 36,031 e indices GRAVY de -0,411 a -0,025. A analise de predigéao
de localizagao subcelular indicou que a maioria das proteinas em estudo apresenta

distribuic&o citoplasmatica.

Tabela 2 — Genes P5CS identificados em P. vulgaris L.

Gene Gene ID Localizagdo cromossomica Proteina (aa) pl kDa GRAVY Localizagao Homodlogo
subcelular

PvP5CS1 Phvul.001G236900.1 Chr01:49000920..49007161 715 6.21 77.76 -0.045 Citoplasma  AT2G39800.4 - P5CS1

PvP5CS2 Phvul.008G115100.1 Chr08:13619710..13628240 720 6.1 78.12 -0.030 Citoplasma AT3G55610.1 - P5CS2

PvP5CS3 Phvul.008G230300.1 Chr08:58168468..58176395 716 6.16 77.80 -0.025 Citoplasma  AT3G55610.1 - P5CS2

PvP5CS4 Phvul.010G015400.1 Chr10:2305855..2316848 751 6.64 81.40 -0.049 Citoplasma  AT2G39800.4 - P5CS1

Fonte: O autor.
5.2 Estrutura génica de P5CS em P. vulgaris L.

A Figura 8, gerada pelo Gene Structure Display Server (GSDS 2.0),
apresenta a estrutura génica de quatro genes P5CS (A'-pirrolina-5-carboxilato
sintetase) em P. vulgaris L.. O numero de éxons e introns em cada gene P5CS
foram: PvPCS1 (20 éxons e 19 introns); PvPCS2 (20 éxons e 19 introns); PvPCS3

(17 éxons e 16 introns), e PvPCS4 (20 éxons e 19 introns).



45

Figura 8 — Estruturas génica (éxon e intron) dos genes PvP5CS em P. vulgaris L.
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Fonte: O autor.
Legenda: Tragos em verde sao de regides de éxon, as linhas sdo representadas pelos
introns, regides na cor azul sdo sequéncias dowstream e upstream.

5.3 Mapeamento de genes P5CS nos cromossomos de P. vulgaris L.

Os quatro genes em estudo encontram-se distribuidos de forma desigual
entre quatro cromossomos do feijdo comum, conforme ilustrado na Figura 9. O gene
PvP5CS1 esta localizado no cromossomo Chr01. Ja no cromossomo Chr08, estao
presentes os genes PvP5CS2 e PvP5CS3. Por fim, o cromossomo Chr10 abriga o
gene PvP5CS4.

Figura 9 — Distribuicdo de genes P5CS nos cromossomos de P. vulgaris L.
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Fonte: O autor.
Legenda: O tamanho de cada cromossomo e sua distribuicdo correspondente foi obtido
no genoma de P. vulgaris L.

5.4 Analise dos motivos protéicos de PvP5CS em P. vulgaris L.

Na figura 10, encontra se a busca dos 10 motifs representados por um bloco

de cor distinta e o seu p-value. Cada motivo possui legenda localizada na parte
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inferior da figura. A ocorréncia do mesmo bloco de cor em diferentes sequéncias

proteicas indica a conservagao de um determinado motivo entre essas sequéncias.

Figura 10 — Localizagao dos motifs conservados em proteinas P5CS de P. vulgaris
L..

Name p-value Motif Locations
PVP5CS1  0.00e+0 [N NN [ B0 B Y .
PWP5CS2  0.00e+0 I M) | | I B ) e
PVP5CS3  0.00e+0 [ NN ] | | | | N T s
PVP5CS4  0.00e+0 NN NN O (OO (N N T .
Motif Symbol Motif Consensus

1. I OVDSAAVFHNASTRFSDGARFGLGAEVGISTSRIHARGPVGVEGLLTTRW

2. ] TKIPVLGHADGICHVYVDKSANIEMAKQIVRDAKVDYPAACNAMETLLVH

3. @1 SDVEGLYSGPPSDPNSKLIHTYVKEKHQONEITFGDKSRVGRGGMTAKVKA

4. B (RI.RYRKLTNSSFADLQKPQGELDGKACAAVGQSSLMALYDTLFSQLOVT

5. 1 DGDFRDKDFRKQLSDTVESLLDLXVIPIFNENDAVSTRKAPYEDSSGIFW

6. D GYAAENIIRVLQGERIGTJFHKDAHLWANIKEVDAREMAVAARDSSRRLQ

7. B SFHHEYSSLACTVEIVDDVYAAIDHINLHGSAHTDSIVAEDCEVAEVE

8. M FESRPDALVQIAALAIRSGNGLLLKGGKEAKRSNAILHKVITEAIPDTVG

9. I DPSRAFLKDVKRVIIKVGTAVVTRSDGRLALGRLGALCEQJKELNSLGYE

10. ] KLIGLVTSREEIPELLKLDDVIDLVIPRGSNKLVSQIK

Fonte: O autor.

Legenda: O p-value indica a significancia estatistica dos motifs identificados. Na parte
superior, as barras coloridas representam a posicdo de cada motif na sequéncia proteica.
Na parte inferior, o quadro apresenta a sequéncia consenso correspondente a cada motif,
identificados por cores distintas.

A analise dos motifs identificados revela uma organizagdo funcional nas
proteinas estudadas (Tabela 2), com destaque para a atividade glutamato-5-
semialdeido desidrogenase (GO:0004350), que se manifesta como elemento central
em todos os motifs analisados. Esta conservagdo universal sugere um papel
fundamental desta enzima no metabolismo do glutamato e na biossintese de prolina.
Observa-se uma variacdo interessante na complexidade funcional entre os
diferentes motifs (Tabela 2). Enquanto alguns (3, 6 e 9) apresentam exclusivamente
a funcédo glutamato-5- semialdeido desidrogenase, outros exibem uma diversidade
maior de atividades oxidorredutase (Tabela 2).

Esta distribuicdo heterogénea sugere uma evolugao modular das fungdes
proteicas, onde diferentes combinacdes de atividades podem ter sido selecionadas
para otimizar processos metabdlicos especificos. Particularmente notavel é a
frequente co-ocorréncia da atividade oxidorredutase GO:0016491) com a glutamato-
5-semialdeido desidrogenase, especialmente nos motifs 2 e 7, que apresentam a

maior complexidade funcional (Tabela 2). Esta associagdo pode indicar uma
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cooperacgao funcional importante entre estas atividades enzimaticas, possivelmente
relacionada a eficiéncia do processo de biossintese de prolina ou a regulagéo do

estado redox celular.

Tabela 3 — Analise funcional dos motifs identificados em proteinas PvP5CS de P.

vulgaris L.
MotifGO ID Fung¢ao molecular

1 GO0:0016491, GO:0004350 Oxidorredutase, Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

2 GO0:0016620, GO:0016491, Oxidorredutase (aldeido/oxo, NAD/NADP), Oxidorredutase, Glutamato-5-
G0:0004350 semialdeido desidrogenase

3 G0:0004350 Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

4 GO0:0004350 Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

5 G0:0004350 Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

6 GO0:0004350 Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

7 G0:0016620, GO:0016491, Oxidorredutase (aldeido/oxo, NAD/NADP), Oxidorredutase,
G0:0004350, Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

8 G0:0016491, GO:0004350 Oxidorredutase, Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

9 GO0:0004350 Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

10 GO:0016491, GO:0004350 Oxidorredutase, Glutamato-5-semialdeido desidrogenase

Fonte: Meme Suite
Legenda: Identificacdo dos motifs, numeros de acesso do Gene Ontology (GO ID) e suas
respectivas fungdes moleculares associadas a atividade enzimatica.

5.5 Perfil de expressao génica P5CS em P. vulgaris L.

A analise do perfil transcricional (in silico) dos genes P5CS em P. vulgaris L.
revelou padrées distintos de expressdo nos diferentes tecidos vegetais avaliados
(Figura 11). O gene PvP5CS3 apresentou os maiores niveis de expressao entre os
genes analisados, exibindo expressao constitutiva elevada em todos os tecidos, com
destaque para nédulos e raizes. O PvP5CS1 demonstrou o segundo maior nivel de
expressao, com expressdao acentuada em tecidos especificos, notadamente em
noédulos, raizes aos 10 dias apds germinacao, botdes florais e trifdlios jovens (Figura
11). Ja o gene PvP5CS4 exibiu um padrdao de expressao intermediario e variavel,
com niveis elevados em flores, vagens verdes maduras e folhas, contrastando com
expressdo reduzida em nodulos e raizes (Figura 11). Por fim o PvP5CS2
caracterizou-se pelos menores niveis de expressdo dentre os genes avaliados,
apresentando expressao basal reduzida em todos os tecidos analisados, com niveis

particularmente baixos em flores e tecidos radiculares (Figura 11). A analise
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hierarquica demonstrou que PvP5CS2 possui um perfil transcricional distintamente

divergente dos demais genes, corroborando sua expresséo constitutivamente baixa

nos tecidos avaliados (Figura 11).

Figura 11 — Perfil transcricional das respostas dos genes relacionados P5CSs.
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Fonte: O autor.

Legenda: O heatmap foi clusterizado com base no valor FPKM (Fragments per kilobase of
exon per million fragments mapped) dos P5CSs identificados no genoma de P. vulgaris L..
As cores na escala abaixo representam as alteragdes nos niveis de expressdo génica em

diferentes tecidos e 6rgaos.
5.6 Evento de duplicagao de genes P5CS em P. vulgaris L.

A tabela 3 apresenta os resultados de uma analise de duplicagdo de genes
para quatro pares de sequéncias de genes PvP5CS em P. vulgaris L.. Os resultados
indicam a ocorréncia de eventos de duplicagdo segmental ao longo da historia
evolutiva do gene PvP5CS, com estimativas de datas variando entre 36,45 e

98,76 milhdes de anos (Tabela 3).
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Tabela 4 — Pares de genes PvP5CS duplicados em segmentados no genoma de P.

vulgaris L. com a data de suas respectivas duplicagdes.

Seq_1 Seq_2 Localizacao Evento de Ka Ks Ka/Ks Data
cromossomica duplicagao (mi)

PvP5CS3 PvP5CS1 Chr08/Chr01 Segmental 0.08 063 0.13 37.25
PvP5CS3 PvP5CS2 Chr08/Chr08 Segmental 0.18 1.67 0.11  98.76
PvP5CS2 PvP5CS4 Chr08/Chr10 Segmental 0.09 062 0.14 3645
PvP5CS2 PvP5CS1 Chr08/Chr01 Segmental 019 153 0.12 9044
PvP5CS3 PvP5CS4 Chr08/Chr10 Segmental 018 149 012  88.13
PvP5CS4 PvP5CS1 Chr10/Chr01 Segmental 019 134 014 7917

Fonte: O autor.

As razbes Ka (taxa de substituicdo nado-sinbnima), Ks (taxa de substituigdo sinénima) e
Ka/Ks foram calculadas para cada par. A razao Ka/Ks representa diferentes categorias de
selecdo para genes duplicados, onde Ka/Ks >1 indica selecdo positiva, Ka/Ks = 1 indica
evolucao neutra, e Ka/Ks <1 indica selecao negativa.

5.7 Analises de sintenia de genes P5CS em P. vulgaris L. A. thaliana e O. Sativa

A sintenia entre espécies € evidenciada pela conservacdo de padrdes na
organizagao e sequéncia génica. A Figura 12 ilustra este fenbmeno, focando nos

genes da familia P5CS em trés espécies vegetais distintas.

Figura 12 — Analise de sintenia de genes P5CS entre P. vulgaris L. e duas espécies

de plantas (A. thaliana e O. sativa) representativas.
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Fonte: O autor.
Legenda: As linhas cinzas no fundo indicam os blocos colineares dentro do genoma do P.
vulgaris L. e de outros genomas de plantas, enquanto as linhas vermelhas indicam os pares
de genes P5CS sinténicos.
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O gene P5CS1, localizado no cromossomo Ch01 de P. vulgaris L., exibe
arranjos gendmicos similares nos cromossomos At-2 e At-3 de A. thaliana e Os-1 de
O. sativa. Esta conservagao se estende a outros membros da familia génica: o gene
P5CS2, presente no cromossomo Chr08 de P. vulgaris L., encontra correspondéncia
no cromossomo At-3 de A. thaliana, enquanto o gene P5CS3 mostra sintenia com
regides nos cromossomos At-2 de A. thaliana e Os-1 de O. sativa. Ja o P5CS4 nao

apresentou correspondéncia.

5.8 Arvore filogenética de P. vulgaris L.

Na figura 13, PvP5CS1 e PvP5CS3 formam um clado bem suportado
(bootstrap 96), estreitamente relacionado as proteinas AtP5SCS1 e AtP5CS2 de A.
thaliana, sugerindo uma possivel conservagédo funcional entre estas espécies. Ja
PvP5CS2 e PvP5CS4 formam um clado distinto (bootstrap 91) mais proximo as
proteinas OsP5CS1 e OsP5CS2 de O. sativa, indicando uma potencial conservagao
de fungdo ancestral ou convergéncia funcional com esta monocotiledonea (Figura
13). Esta distribuicdo sugere uma histéria evolutiva complexa das proteinas P5CS
em P. vulgaris L., com possiveis implicagdes para sua diversificagdo funcional e

adaptativa.

Figura 13 — Arvore filogenética de sequéncias de proteinas P5CS de P. vulgaris L.,

A. thaliana e O. sativa.
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Fonte: O autor.
Nota: Uma arvore filogenética foi construida usando o software MEGA7.0 com método
Neighbor Joining (NJ) de 1.000 réplicas de bootstrap.

5.9 Proteinas PvP5CS em 3D em P. vulgaris L.
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Os resultados da analise estrutural das isoformas da A'-pirrolina-5-
carboxilato sintase utilizando o software Phyre2 (Figura 14) demonstram variagdes
significativas na modelagem e na confianga dos modelos gerados. Para a PvP5CS1,
o modelo baseado no template c8j0eC__ cobriu 269 residuos, o que corresponde a
38% da sequéncia total da proteina, com uma confianga de 100% no modelo
principal (Figura 14).

Adicionalmente, 703 residuos, ou 98% da sequéncia, puderam ser
modelados com mais de 90% de confianga utilizando multiplos modelos, sugerindo
um complexo de mondémero gk com um intermediario catalitico (Figura 14).
Similarmente, a PvP5CS2 também foi modelada com o template ¢8j0eC_, mas com
uma ligeira diferenca na cobertura de residuos, cobrindo 269 residuos (37% da
sequéncia total), ainda com 100% de confianga no modelo principal (Figura 14). A
modelagem adicional alcangou 705 residuos (98% da sequéncia) com alta
confianga, também descrevendo complexos de mondmero gk com intermediario
catalitico, indicando uma estrutura funcional semelhante a PvP5CS1 (Figura 14). A
analise da PvP5CS3 apresentou um cenario diferente, onde o template c2b5gB_ foi
utilizado. Esta isoforma alcangou a modelagem de 405 residuos (57% da sequéncia
total), com 100% de confianga no modelo principal (Figura14). Adicionalmente, 707
residuos (99% da sequéncia) foram modelados com alta confianga, representando
uma estrutura de oxidoredutase especifica para a A'-pirrolina-5-carboxilato sintase
humana, o que sugere uma fungcdo mais oxidativa. Por fim, para a PvP5CS4, o
template c8y2hA _ permitiu a modelagem de 267 residuos (36% da sequéncia total)
com 100% de confianca (Figura 14). A modelagem adicionou 706 residuos com mais
de 90% de confianga, descrevendo uma proteina vegetal especifica, um tetramero
gk de atpb5cs1 com ganchos adjacentes em estado de reacdo, indicando uma

adaptacao estrutural unica para fungdes bioldgicas distintas nas plantas.
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Figura 14 — Predigao de estrutura de proteina PvP5CS.

PvP5CS1 PvP5CS2

PVvP5CS3 PvP5CS4

Fonte: O autor.
Nota: Para a predigdo foram usadas sequéncias de proteinas (PvP5CS).

5.10 Elementos regulatorios cis de sequéncias genéticas em P. vulgaris L.

Os dados apresentados (Figura 15) sao elementos regulatérios cis que
desempenham papéis cruciais na expressao génica em resposta a varios estimulos
ambientais e hormonais identificados pela ferramenta PlantCare. Dentre os cis-
elementos identificados, pode-se citar. TC-rich repeats, que esta envolvido na
defesa e na resposta ao estresse; CGTCA-motif e o TGACG-motif, que estao
envolvidos na resposta ao metil jasmonato (MeJA); o TCA-element, que esta
envolvido na resposta ao acido salicilico; MBS, que € um local de ligacdo MYB
envolvido na resposta a seca (Figura 15). A CAAT-box é um elemento comum em
regides promotoras e intensificadoras. O ABRE, O2-site, AuxRR-core, ABRE3a,

TATC-box e P-box estao envolvidos na resposta ao acido abscisico, na regulagao do
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metabolismo da zeina, na resposta a auxina, na resposta ao acido abscisico, na
resposta a giberelina e sdo responsivos a giberelina, respectivamente. A
compreensao desses elementos € crucial para a pesquisa em biologia e genética

vegetal.

Figura 15 — Elementos regulatérios cis em sequéncias genéticas.
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Fonte: O autor.

Legenda: Nas linhas horizontais apresenta diferentes sequéncias de genes (PvP5SCS1 a
PvP5SCS4). Acima dessas linhas, ha barras verticais coloridas em varias posi¢oes, cada
cor representando um elemento diferente conforme indicado na legenda abaixo do
diagrama.

5.11 Identificagao dos genes ProT em P. vulgaris L.

A analise BLAST local identificou dois membros da familia de
transportadores (Tabela 4) que estao localizados na membrana celular. A analise in
silico revela uma variagao no comprimento das sequéncias de 442 a 338 aa, pl entre
9,67 e 9,14, o peso molecular das proteinas em (kDa) de 48,67 a 42,15 e indices
GRAVY de 0,679 a 0,565. A analise de predicdo de localizacdo subcelular indicou
que a maioria das proteinas em estudo apresenta distribuicdo membrana plasmatica
(Tabela 5).

Tabela 5 — Genes PvProT identificados em P. vulgaris L.

Gene Gene ID Localizagao Proteina pl kDa GRAVY Localizagao Homologo
cromossdmica (aa) subcelular
FVFrotT— phyul, Chr01: 442  9.14 48.67 0.565 Membrana AT2G39890.2
001G239300.1 49251641..49256931 celular

PvProt2 Phvul. Chr08: 338  9.6742.15 0.679 Membrana AT2G39890.2
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008G227600.1 57747887..57752058 celular
Fonte: O autor.

5.12 Estrutura génica de ProT em P. vulgaris L.

Na representacao grafica da estrutura génica gerada por GSDS 2.0 (Gene
Structure Display Server) (Figura 16), os éxons (sequéncias codificantes), sao
ilustrados em verde. Os introns (sequéncias nao codificantes) que sdo removidas
durante o processo de splicing do RNA, estdo representados pela linha cinza.
Adicionalmente, os sitios de inicio e término da transcricdo, que sdo pontos criticos
onde moléculas como as proteinas de ligacdo ao DNA podem interagir com o gene,
sdo representados em azul. Na Figura 16, o gene PvProT1 exibe uma estrutura
gendmica composta por sete éxons e seis introns, enquanto o gene PvProT2 possui

seis éxons e cinco introns.

Figura 16 — Estruturas de éxon e intron dos genes PvProT em P. vulgaris L..
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Fonte: O autor.
Legenda: Tracos em verde sdo de regides de éxon, as linhas sdo representadas pelos
introns, regides na cor azul sao sequéncias dowstream e upstream.

5.13 Mapeamento de genes ProT nos cromossomos de P. vulgaris L.

Os resultados do mapeamento genético utilizando a ferramenta online
MG2C (MapGene2Chrom; http://mgZ2c.iask.in/mg2c_v2.0/) revelaram que os dois
genes codificadores de proteinas transportadoras, PvProT1 e PvProT2, no feijao
comum, estdo localizados nos cromossomos ChrO01 e Chr08, respectivamente,

conforme ilustrado na Figura 17.
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Figura 17 — Distribuicdo de genes PvProT nos cromossomos de P. vulgaris L.
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Fonte: O autor.
Legenda: O tamanho de cada cromossomo e sua distribuicao correspondente foram obtidos
no genoma de P. vulgaris L.

5.14 Analise dos motivos protéicos ProT em P. vulgaris L.

Os motivos dos genes PvProTs (Figura 18), se observa a presenga de seis
motivos conservados. A analise das sequéncias de aminoacidos (Figura 18) revelou
que, embora a maioria dos motivos identificados sejam conservados entre PvProT1
e PvProT2, algumas diferengas pontuais foram observadas. Especificamente, no
motivo 1, foram encontradas quatro substituicdes de aminoacidos, onde PPRD foi
substituido por RDYS, G por T, F por Y, e M por K (Figura 18). Além disso, o
motivo 3 apresentou uma substituicdo de Q por V, enquanto o motivo 5 exibiu uma
substituicdo de D por N (Figura 18). Essas diferencas nos aminoacidos dos motivos
podem indicar pequenas variagcbes nas propriedades estruturais ou funcionais

dessas regides entre as duas proteinas, apesar da conservagéo geral dos motivos.
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Figura 18 — Representacédo da distribuigdo de motivos (motifs) conservados entre
as sequéncias de PvProT de P. vulgaris L.. A altura geral de cada pilha (letra)

representa a conservacgao da sequéncia naquela posigao.
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Fonte: O autor.
Legenda: A altura geral de cada pilha (letra) representa a conservacdao da sequéncia
naquela posicao.

5.15 Expressao génica ProT em P. vulgaris L.

Para identificar os genes potenciais em resposta ao estresse abiotico, foram
analisados o perfil dos padrbes de expressao em dois genes PvProTs de feijao e os
valores estdao demonstrados na Figura 19. O gene PvProT que apresentou 0 maior
perfil de expresséao foi PvProT2. As cores no heatmap correspondem aos valores de
FPKM. Os genes com valores de FPKM mais altos aparecer&o em tons de vermelho,
indicando maior expressao, enquanto os valores mais baixos apresantam tons de

verde (Figura 19).
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Figura 19 — Perfil transcricional das respostas dos genes relacionados ProT em P.

vulgaris L.
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Fonte: O autor.

Legenda: As cores na escala a baixo representam as alteragdes nos niveis de
expressao génica em diferentes tecidos e 6rgéos.

Nota: O heatmap foi clusterizado com base no valor FPKM (fragments per kilobase of
transcript per million reads) dos genes ProTs identificados no genoma de

P. vulgaris L..

5.16 Evento de duplicagcao de genes ProT em P. vulgaris L.

A tabela 5 mostra informagbes sobre eventos de duplicagdo génica
envolvendo genes denominadas PvProT1 e PvProT2 em P. vulgaris L.. Ha trés
pares de sequéncias analisadas (PvProT1 com PvProT1, PvProT1 com PvProT2 e
PvProT2 com PvProT2). A duplicagdo segmental entre PvProT1 e PvProT2 ocorreu
ha aproximadamente 39,02 milhdes de anos. Esta duplicagdo apresenta uma taxa
de substituicdo nao-sinénima (Ka) de 0,12 e uma taxa de substituicao sinbnima (Ks)
de 0,66. A razdo Ka/Ks de 0,19 indica que este par de genes esta sob selecao
purificadora, sugerindo que a maioria das mutagcdes que alteram a sequéncia sao

desvantajosas e, portanto, tendem a ser eliminadas ao longo do tempo evolutivo.
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Tabela 6 — Pares de genes PvProT duplicados em tandem e segmentados

no genoma de P. vulgaris L. com a data de suas respectivas duplicagoes.

Localizagao Evento de
Seq1 Seqg2 cromossodmica Ka Ks Ka/Ks duplicagéo  (mi)
PvProt1 PvProt2 Chr01/Chr08 0.12 0.66 0,19 Segmental 39.02

Fonte: O autor.

5.17 Analise de sintenia de genes ProT em P. vulgaris L.

Na figura 20, é apresentada a comparacgao de sintenia entre trés espécies de
plantas: P. vulgaris L., A. thaliana e O. sativa. As linhas conectam regides nos
cromossomos dessas espécies, indicando areas de similaridade genética ou
sequéncias compartilhadas (Figura 20). Notavelmente, os genes PvProT1 no
cromossomo Chr01 e PvProT2 no cromossomo Chr08 demonstram similaridade com
os cromossomos At-2 e At-3 de A. thaliana (Figura 20). Porém nenhuma similaridade

foi encontrada em P. vulgaris L. e O. sativa (Figura 20).

Figura 20 — Analise de sintenia de genes ProT entre P. vulgaris L. e duas espécies

de plantas representativas.

Chr10 Chr2

P. vulgaris L. () (—

Chrd6 Chr0s

At At

A. thaliana'| Qe e—

AL2

0s-12_Os-Sy

o sativa Os-1 Os-2 Os-3 Os-4 OsiUn Os-5 Os-8 Os-7 Os-8 Os-11 Os-9 Os-10 |
Fonte: O autor.
Legenda: As linhas cinzas no fundo indicam os blocos colineares dentro do genoma do P.
vulgaris L. e de outros genomas de plantas, enquanto as linhas vermelhas indicam os pares
de genes PvProT sinténicos.

5.18 Arvore filogenética de P. vulgaris L.

De acordo com os resultados obtidos, OsProT1 e OsProT2 de O. sativa

compartilham um ancestral comum recente, evidenciado pelo valor de bootstrap de
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100%, representando alta confianga na relagao (Figura 21). O mesmo ocorre com
PvProT1 e PvProT2 de P. vulgaris L., também com bootstrap de 100% (Figura 21).

Figura 21 — Arvore filogenética de sequéncias de proteinas PvProT de P. vulgaris
L., A. thaliana e O. sativa.
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Fonte: O autor.

Nota: Uma arvore filogenética foi construida usando o soffware MEGA7.0 com método
Neighbor Joining (NJ) de 1.000 réplicas de bootstrap.

5.19 Proteinas PvProT em 3D em P. vulgaris L.

Os transportadores de prolina PvProT1 e PvProT2, presentes em P. vulgaris
L., foram submetidos a um processo de modelagem estrutural utilizando o software
Phyre2 (Figura 22). Para o PvProT1, 411 residuos, correspondendo a 93% da
sequéncia total, foram modelados com uma confianca de 98,6% (Figura 22). Em
contraste, para o PvProT2, 339 residuos, que representam 89% da sequéncia total,

foram modelados com uma confianga de 100% (Figura 22).
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Figura 22 — Predicdo de estrutura de proteina PvProT em P. vulgaris L..

PvProT1 PvProT2
Fonte: O autor.

Nota: Para a predigédo foram usadas sequéncias de proteinas (PvProT).

5.20 Elementos regulatérios cis de sequéncias genéticas ProT em P. vulgaris
L.

As potenciais regides promotoras (1500 pb) dos genes PvProT foram
analisadas quanto a presenca de elementos cis-regulatérios. Os dados
apresentados (Figura 23) de elementos regulatérios cis que desempenham papéis
cruciais na expressao génica em resposta a varios estimulos ambientais e
hormonais. O TGACG-motif, CGTCA-motif e ARE, por exemplo, estdo envolvidos na
resposta ao metil jasmonato e na indugdao anaerdbica, respectivamente. O TGA-
element e TCA-element sao responsivos a auxina e ao acido salicilico,
respectivamente. O ABRE esta envolvido na resposta ao acido abscisico, enquanto
o GARE-motif € um elemento responsivo a giberelina. O elemento circadian esta
envolvido no controle circadiano e o MBS é um local de ligagcdo MYB envolvido na
inducibilidade a seca. A CAAT-box € um elemento comum em regides promotoras e
intensificadoras. Cada um desses elementos desempenha um papel especifico na
regulagdo da expressdo génica, permitindo que as plantas respondam

adequadamente a varios estimulos ambientais e hormonais (Figura 23).
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Figura 23 — Elementos regulatérios cis em sequéncias genéticas.
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Fonte: O autor.

Legenda: As duas linhas horizontais estdo identificadas com as sequéncias de genes
PvProT1 e PvProT2. Acima dessas linhas, ha barras verticais coloridas em varias posigoes,
cada cor representando um elemento diferente conforme indicado na legenda.

5.21 Determinagao da quantidade de prolina em plantas tratadas com NaCl

No grafico tratamento por NaCl (Figura 24) a cultivar Pérola manteve niveis
baixos de prolina até o 9 dia, seguido de um aumento expressivo no 12 dia com uma
diferenca de 50 pmol prolina/g MF. Ja a BAT 477 mante uma aumento gradual
durante o periodo experimental com diferenga do 3 ao 9 dia de aproximados 6 umol
prolina/g MF (Figura 24). Esta resposta € corroborada pelo grafico de regressao, que
mostra como as variedades respondem a diferentes doses de NaCl: Pérola
apresenta uma resposta exponencial (R? = 0,8584), com forte aumento na producgéao
de prolina em doses mais altas BAT 477 mostra uma resposta muito mais moderada
(R* = 0,9987), mantendo niveis baixos de prolina mesmo com o aumento da
concentragcdo de NaCl (Figura 24). Estes resultados sugerem que as duas
variedades tém estratégias diferentes de resposta ao estresse salino. Com a Pérola
apresentando uma resposta mais intensa em termos de acumulo de prolina apos 12
dias, enquanto a cultivar BAT 477 comeca a apresentar acumulos de prolina apds 6

dias com aumento constante apds 12 dias (Figura 24).
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Figura 24 — Acumulo de prolina em duas cultivares de feijao (Pérola e BAT 477) sob

estresse salino.
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Fonte: O autor.

Legenda: A) Variagdo temporal da concentracao de prolina (umol/g MF) ao longo de 12 dias
de tratamento com NaCl. B) Analise de regresséo polinomial da concentragcao de prolina
(ug/mL) em fungdo da dosagem de NaCl (g). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre variedades e letras mindsculas diferentes indicam diferenga significativa
dentro da mesma variedade ao longo do tempo (p<0,05).

5.22 Determinagao da quantidade de prolina em plantas tratadas com PEG

Os resultados (Figura 25) demonstram o efeito do tratamento com PEG 6000
sobre 0 acumulo de prolina em duas cultivares: Pérola e BAT 477. A analise
temporal revela que ambos os gendétipos mantiveram concentragdes basais similares
de prolina nos estagios iniciais (Controle, 3D e 6D) (Figura 25). Esses periodos
foram seguidos por aumentos significativos nos dias 9 e 12 (Figura 25). BAT 477
exibiu resposta mais pronunciada, com picos de aproximadamente 8 pmol/g MF no
9 dia e 7 ymol/g MF no 12 dia. Enquanto a cultivar Pérola apresentou valores
maximos de 3,5 e 5 ymol/g MF, respectivamente (Figura 25). A anélise de regressao
confirmou esta tendéncia diferencial, com BAT 477 demonstrando comportamento
quadratico positivo (y = 0.0007x* + 0.0383x + 0.1618; R? = 0.842) e alcangando
concentragdes superiores (4,5 pg/ml) em comparagdao a Pérola (3 ug/ml), que
também apresentou resposta polinomial (y = 0.0009x* - 0.0101x + 0.5161; R? =
0.9747) (Figura 25). Estes dados sugerem mecanismos adaptativos distintos entre
os genodtipos estudados com BAT 477 exibe maior capacidade osmorregulatéria

frente ao estresse osmoético induzido pelo PEG 6000.
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Figura 25 — Acumulo de prolina em duas cultivares de feijao (Pérola e BAT 477) sob

estresse de PEG.

B Analise de Regressao PEG 6000 A Tratamento PEG 6000
6 10
5 - 9
— o _.". L] ] T B
E 4 y=0,0007x2 +0,0383x +0,1618 " w
& R*=0,842 ’ 2 7
=3 3
£ g
I T 5
&2 g a Bb
1 [ ) ¥ =0,0009x2 - 0,0101x +0,5161 © 3
Qs K] R?=0,9747 E ac Ab
o ™ 2 Adyy, Acd'?Ea 1
1
0 20 40 60 80 I
, Ik &
Controle 3D 6D 9D 12D

Dosagem de PEG 6000 em gramas

Dias de Coleta
[ ] BAT 477 Pérola

--------- Polinomial (BAT 477) Polinomial (Pérola) m Pérola BAT 477
Fonte: O autor.

Legenda: A) Variagdo temporal da concentragao de prolina (umol/g MF) ao longo de 12 dias
de tratamento com PEG. B) Andlise de regressdo polinomial da concentragdo de prolina
(Mg/mL) em funcao da dosagem de PEG (g). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre variedades e letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa
dentro da mesma variedade ao longo do tempo (p<0,05).

5.23 Validagao de RT-qPCR de genes diferencialmente expressos

5.23.1 Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse salino em folhas de
feijao BAT 477

A expressao relativa dos genes PvP5CS em gendtipos de feijdo BAT 477
sob estresse salino induzido por NaCl, conforme a Figura 26, evidéncia respostas
variadas a salinidade. O experimento demonstrou que todos os genes da familia
P5CS (P5CS1, P5CS2, P5CS3 e P5CS4) sofreram redugao significativa na
expressédo apos o tratamento, com diferentes graus de sensibilidade. P5CS17 foi o
mais afetado (95% de supressao), seguido por P5CS2 (75% de redugao), enquanto
P5CS3 e P5CS4 apresentaram reducgdes intermediarias. A analise temporal revelou
padroes distintos de recuperagao: P5CS1 e P5CS2 mantiveram supressao
sustentada durante todo o periodo de 12 dias, P5CS3 mostrou recuperagao
transitéria entre os dias 6-9, e P5CS4 apresentou declinio progressivo. Esses

resultados indicam que o tratamento causou down-regulation diferencial dos genes
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P5CS, sugerindo fungdes bioldgicas especificas e mecanismos regulatérios distintos

para cada membro da familia génica (Figura 26).

Figura 26 — Expressao relativa de genes PvP5CS em folhas de cultivar BAT 477

submetidos a diferentes periodos e doses de NaCl.
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Fonte: autor.

Legenda: Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre os tratamentos e o controle pelo
teste t (p<0,05). Barra de erros indica o desvio padrao (n=9).

Nota: Valores apresentados como média através do método (222°Y) (Livak; Schmittgen,
2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador (PvAct11).

5.23.2 Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico induzido por
PEG em folhas de feijao da cultivar BAT 477

A expressao relativa dos genes PvP5CS em gendtipos de feijdo BAT 477
sob estresse hidrico induzido por PEG, conforme a Figura 27, revela estratégias
divergentes de adaptagdo. PvP5CS71 mantém niveis constantes, indicando robustez
na regulacéo da biossintese de prolina, essencial para osmoprotecao (Figura 27).
PvP5CS2 exibe oscilagbes, sugerindo uma resposta adaptativa transitoria,
possivelmente modulada por retroalimentagdo metabdlica (Figura 27). J& PvP5CS3
e PvP5CS4 mostram declinios progressivos, com PvP5CS4 destacando-se pela
sensibilidade em 12 dias, o que pode refletir exaustdo de mecanismos de tolerancia

ou acumulo de danos celulares (Figura 27).



65

Figura 27 — Expresséao relativa de genes PvP5CS em folhas de cultivar BAT 477

submetidos a diferentes periodos e doses de PEG.
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Legenda: Asterisco (*) indicam diferenga significativa entre os tratamentos e o controle pelo
teste t (p<0,05). Barra de erros indica o desvio padrao (n=9).

Nota: Valores apresentados como média através do método (224¢Y) (Livak; Schmittgen,
2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador (PvAct117).

5.23.3 Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico induzido por

NaCl em folhas de feijao da cultivar Pérola

A andlise da expresséao relativa dos genes PvP5CS (PvP5CS1, PvP5CS?2,
PvP5CS3 e PvP5CS4) em folhas de cultivar de feijao Pérola sob estresse salino
induzido por NaCl, conforme a Figura 28, revela padrdes diferenciados de regulagao
génica frente a diferentes periodos de exposi¢ao. O experimento revelou que todos
os genes da familia P5CS responderam de forma diferencial ao tratamento ao longo
do tempo. P5CS7 mostrou supressdo moderada e consistente, com reducédo de
aproximadamente 50% nos primeiros dias, seguida de recuperagao parcial até o dia
12. P5CS2 (laranja) apresentou o padrdo mais estavel, mantendo niveis proximos ao
controle durante todo o periodo experimental, com apenas pequenas flutuagdes nao
significativas. P5CS3 demonstrou menor sensibilidade ao tratamento, com reducao
inicial de cerca de 20% no dia 3, seguida de recuperagédo gradual até retornar
proximo aos niveis basais no final do experimento. Em contraste, P5CS4 foi o gene

mais severamente afetado, com redugao de aproximadamente 75% no dia 12.
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Figura 28 — Expresséao relativa de genes PvP5CS em folhas da cultivar Pérola

submetidos a diferentes periodos e doses de NaCl.
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Fonte: autor.

Legenda: Asterisco (*) indicam diferencga significativa entre os tratamentos e o controle
pelo teste t (p<0,05). Barra de erros indica o desvio padrao (n=9).

Nota: Valores apresentados como média através do método (2-22¢") (Livak; Schmittgen,
2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador (PvAct117).

5.23.4 Perfil transcricional de PvP5CS em resposta ao estresse hidrico induzido por

PEG em folhas de feijao da cultivar Pérola

A anadlise da expresséao relativa dos genes PvP5CS (PvP5CS1, PvP5CS2,
PvP5CS3 e PvP5CS4) em folhas de feijao Pérola sob estresse hidrico simulado por
PEG, conforme a Figura 29, destaca padrdes diferenciados de resposta temporal. A
exposicdo ao PEG provoca redugdes progressivas na expressao, mais evidentes
apos 9 e 12 dias, sugerindo um efeito cumulativo do estresse (Figura 29). PvP5CS1
mostra supressao inicial em trés dias, recuperacdo parcial em seis e nove dias
(possivel adaptacao transitoria) e declinio em 12 dias, indicando esgotamento
(Figura 29). O gene PvP5CS2 apresenta queda inicial, mas estabiliza-se, sugerindo
resiliéncia (Figura 29). Enquanto PvP5CS3 e PvP5CS4 mantém estabilidade inicial,
seguido por declinios acentuados apds nove dias, apontando maior sensibilidade
prolongada (Figura 29). As letras (a, ab, b, ¢) confirmam significancia estatistica
(p<0,05), enfatizando o papel do tempo como modulador. Esses achados

corroboram a associagao dos genes P5CS com tolerancia ao estresse via prolina,
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mas a redugao em periodos longos sugere limites adaptativos no cultivar Pérola,
justificando estudos adicionais sobre a interagdo entre duragdo do estresse e
regulagao génica.

Figura 29 — Perfil transcricional de PvP5CS em folhas da cultivar Pérola submetidos

a diferentes periodos e doses de PEG.
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Fonte: autor.

Legenda: As letras indicam diferenca significativa entre os dias de tratamento pelo teste t
(p<0,05). Barra de erros indica o desvio padréo (n=9).

Nota: Valores apresentados como média através do método (222%Y) (Livak; Schmittgen,
2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador (PvAct117).
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6 DISCUSSAO

6.1 Prolina (P5CS)

Quatro genes relacionados ao metabolismo da prolina foram identificados no
genoma do P. vulgaris L. usando a A. thaliana como referéncia (Tabela 1).
Possivelmente, o numero de genes entre as espécies pode variar, por exemplo, ja
identificaram 11 P5CSs putativos de Pyrus betulifolia (Ma et al., 2022) e dois genes
P5CS em Solanum lycopersicum (Maghraby; Alzalaty, 2024). As proteinas
codificadas por esses genes em feijdo variam significativamente em suas
propriedades fisico-quimicas, com comprimentos de sequéncia de 322 a 751 aa, pl
entre 5,64 e 6,64, pesos moleculares de 81,4 a 36,031 kDa e indices GRAVY
(hidropatia) de -0,411 a -0,025. A maioria das proteinas esta localizada no
citoplasma, exceto a isoforma PvP5CS, que esta localizada no nucleo. Essa
variabilidade nas propriedades fisico-quimicas pode refletir adaptacdes funcionais,
como observado em estudos com outras leguminosas (Armengaud et al., 2004).

Os genes P5CS desempenham papéis importantes em processos
bioquimicos e fisioldgicos em resposta a varios estresses em plantas (Yang et al.,
2021a). Portanto, estudar as fungbes das familias de genes P5CS em ambientes
estressantes pode fornecer informagdes valiosas sobre os mecanismos subjacentes
a adaptacao das plantas. A diversidade na localizagao subcelular € consistente com
observacbes em outras espécies, onde diferentes isoformas de P5CS podem ter
fungbes especializadas (Verslues; Sharma, 2010). A compartimentalizagao
subcelular do metabolismo da prolina € predominantemente observada em trés
organelas distintas: cloroplastos, mitocondrias e citoplasma. Esta distribuigao
espacial especifica tem implicagdes significativas para a homeostase celular,
particularmente no que diz respeito a concentragdo e utilizacdo de equivalentes
redutores (Kavi Kishor et al., 2022).

Os genes P5CS: PvPCS1, PvPCS2, PvPCS3 e PvPCS4 possuem estruturas
exOnicas e intrénicas distintas (Figura 4). PvPCS1 e PvPCS2 tém 20 éxons e 19
introns, PvPCS3 tem 17 éxons e 16 introns, e PvPCS4 tem 20 éxons e 19 introns,
respectivamente. Essas diferencas refletem a complexidade da arquitetura genética
dos genes P5CS. De acordo com outros estudos, M. sativa apresenta uma estrutura
génica MsP5CS (M. sativa) de 20 éxons e 19 introns, semelhante ao encontrado

nesse estudo (Min et al., 2023). Ja em P. betuliforal os éxons variaram de 20 a 6 e
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os introns 19 a 5, respectivamente (Ma et al., 2022). Os genes PvP5CS1 a PvP5CS4
estdo distribuidos em diferentes cromossomos (Figura 9). Como observado, o gene
PvP5CS1 esta localizado no cromossomo Chr01, enquanto o gene PvP5CS2 foi
mapeado no cromossomo Chr02 (Figura 9). Os genes PvP5CS2 e PvP5CS3 estao
ambos alojados no cromossomo Chr08. Finalmente, o gene PvP5CS4 encontra-se
no cromossomo Chr10 (Figura 9). Ja em tomate os genes P5CS se encontram nos
cromossomos 6 e 8 (Maghraby; Alzalaty, 2024). Esta disposicdo dos genes nos
cromossomos reflete a complexidade e diversidade da organizacdo gendmica do
organismo. A diversidade estrutural e funcional observada, juntamente com a
expansdo da familia génica em comparacdo com A. thaliana, sugere uma
complexidade maior na regulagdo da biossintese de prolina em P. vulgaris L. Isso
pode refletir adaptacdes especificas as condicbes ambientais enfrentadas por essa
espécie, como observado em estudos comparativos de familias génicas em
diferentes plantas (Magalhaes et al., 2016).

A presengca de motivos conservados em proteinas é frequentemente
associada a dominios funcionais especificos, essenciais para a atividade enzimatica
ou regulatéria da proteina (Mitchell et al., 2019). No caso da P5CS (A'-pirrolina- 5-
carboxilato sintetase), esses motivos podem estar relacionados aos dominios
cataliticos envolvidos na biossintese de prolina, um processo crucial para a resposta
ao estresse em plantas (Sharma et al., 2011). Essa diversidade pode fornecer uma
base molecular para a adaptagdo da planta a diferentes condi¢des ambientais e
tipos de estresse.

A analise do perfil de expressao dos genes da familia PvP5CS em
diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento revelou padrbes distintos que
sugerem fungdes especializadas para cada membro da familia. A expresséo
diferencial observada entre os genes PvP5CS em feijao corrobora com estudos
anteriores que demonstram que diferentes isoformas de P5CS podem desempenhar
papeis especificos na regulacdo da biossintese de prolina em resposta a condi¢des
ambientais distintas. Em Arabidopsis, essas isoformas diferem em seus padrdes de
expressao espacial e temporal, sugerindo subfuncionalizagao (Funck et al., 2020). A
alta expressdao de PvP5CS1 em tecidos radiculares (raiz_10 e raiz_19) e nddulos
sugere um papel importante deste gene na resposta ao estresse em oOrgaos

subterraneos, onde a absorgdo de agua e nutrientes é critica. Esta localizagao
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preferencial em raizes é consistente com o papel da prolina como osmorregulador,
especialmente importante em condicdes de estresse hidrico ou salino que afetam
diretamente o sistema radicular. O padrdo de expressdo amplo de PvP5CS3 em
diversos tecidos (nodulos, raizes, vagens, folhas, trifélios jovens, caule e botdes
florais) indica uma fungao constitutiva ou de manutengdo homeostatica, sugerindo
que este gene pode estar envolvido no metabolismo basal da prolina necessario
para o desenvolvimento normal da planta. Esta expresséo ubiqua € caracteristica de
genes housekeeping envolvidos em processos metabdlicos fundamentais. A
expressao preferencial de PvP5CS5 em 6rgaos reprodutivos e partes aéreas
(vagens verdes maduras, flores, vagens jovens) e estruturas fotossintéticas (folhas,
caule) pode indicar um papel especifico na protecdo desses tecidos contra estresses
oxidativos, uma vez que a prolina também atua como antioxidante além de sua
funcdo osmoprotetora. A baixa expressédo de PvP5CS2 e PvP5CS4 pode sugerir que
estes genes sao ativados em condi¢des especificas ndo contempladas neste estudo,
ou que possuem funcbes redundantes com outros membros da familia.
Alternativamente, estes genes podem ter sofrido pseudogenizagdo ou
especializagdo funcional muito restrita. Estudos em arroz (O. sativa) demonstraram
que a expressao de genes relacionados ao estresse € altamente dependente do tipo
celular e do tecido especifico, com diferentes genes sendo ativados em resposta ao
mesmo estressor em diferentes tipos celulares (Wang et al., 2021). Esta
especificidade tecidual também foi observada em nosso estudo com os genes
PvP5CS, reforcando a importancia da compartimentalizacdo da resposta ao estresse
em plantas.

A resposta ao estresse salino compartilha vias moleculares com outros
estresses abioticos, especialmente o estresse hidrico, uma vez que ambos resultam
em desidratac&o celular e necessidade de ajuste osmoético. Em milheto, estudos dos
padrées de expressao dos genes DREB1A (elemento de resposta a desidratagao
B1A) e P5CS mostraram que a tolerancia ao estresse hidrico esta associada a alta
expressdo de DREB1A e baixa expressao de P5CS (Animasaun et al., 2024). Esta
observagédo sugere que a regulacdo da biossintese de prolina pode variar entre
espécies e tipos de estresse, indicando a necessidade de estudos especificos para
cada sistema biologico.

Os padrdes de expressao diferencial dos genes PvP5CS observados neste
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estudo fornecem uma base importante para a selecdo de genes candidatos para
estudos funcionais futuros, especialmente na caracterizagdo da resposta do feijao ao
estresse salino. A identificagdo de PvP5CS71 e PvP5CS3 como os genes mais
expressos sugere que estes podem ser alvos prioritarios para analises de expressao
sob condicbes de estresse abidtico. A variagdo nos tempos estimados para as
duplicagcbes segmentais (36-98 milhdes de anos atras) sugere que a expansao da
familia génica P5CS em P. vulgaris L. ocorreu em multiplos estagios ao longo da
evolucao (Tabela 2). Isso pode estar relacionado a eventos evolutivos importantes
na histéria das leguminosas, como adaptagbes a novos nichos ecoldgicos ou
mudangas climaticas globais (Cannon et al., 2015). A expansdo dos membros da
familia de genes é impulsionada por eventos de duplicagdo de genes, duplicagdes
segmentares ou em tandem, durante a evolugdo da planta (Wang et al., 2022).

A distribuicdo cromossémica sugere possiveis eventos de duplicagdo génica,
um fendbmeno comum em plantas e frequentemente associado a evolugao de novas
fungdes (Hanada et al., 2008). A predominancia de selegao negativa (Ka/Ks<1) nos
pares de genes duplicados segmentalmente indica uma forte pressao evolutiva para
manter a funcdo desses genes. Isso é consistente com o papel crucial da P5CS na
biossintese de prolina e na resposta ao estresse em plantas. A selecao purificadora
elimina mutacdes prejudiciais que alteram a fungao das proteinas (Yang; Bielawski,
2000). Genes sob forte selegdo purificadora sdo mantidos em estados epigendmicos
que reduzem suas taxas de mutagdo (Monroe et al., 2023). Isso demonstra como
a selegao natural interage com mecanismos genéticos e epigenéticos para preservar
a integridade genémica dos organismos.

A analise de sintenia dos genes P5CS tem sido um tépico de interesse em
varias pesquisas recentes em S. lycopersicum (Maghraby; Alzalaty, 2024), P.
betulifolia (Ma et al., 2022). A sintenia, que se refere a conservagao da ordem dos
genes ao longo dos cromossomos entre diferentes espécies, € um fendmeno
importante para entender a evolugao e a fungcédo dos genes. De acordo com relatos,
diferentes isoformas de genes P5CS sao induzidas por diferentes estresses. Em
estudo com Stipa purpurea, a expressao de P5CS foi regulada positivamente sob
seca do solo, frio e estresse salino (Yang et al., 2021c). Quase todos os genes foram
regulados negativamente, exceto PvP5CS3 tratados com PEG (12 dias) onde foi

observado regulagao positiva no cultivar Pérola (Figura 29).
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Os genes PvP5CS1 e PvP5CS4 formam um clado fortemente suportado e
estdo intimamente relacionados as proteinas de A. thaliana, sugerindo conservagao
funcional (Figura 9). Os genes PvP5CS2 e PvP5CS4 formam um clado distinto, mais
préoximo das proteinas de O. sativa, indicando uma possivel conservacao de fungao
ancestral. Isso sugere uma historia evolutiva complexa das proteinas P5CS em P.
vulgaris L.

A manipulacdo do gene P5CS pode ser usada para melhorar a resisténcia
de culturas importantes a estresses abidticos, o que pode resultar em rendimentos
mais estaveis sob condi¢bes climaticas adversas. A introdu¢cdo do gene P5CS em
plantas pode melhorar a resisténcia a estresses abibticos. Por exemplo, a introdugao
do gene PgP5CS do milheto pérola (Pennisetum glaucum) no tabaco resultou em
plantas transgénicas com maior resisténcia ao estresse por calor e seca (Sellamuthu
etal., 2024).

A avaliagao da expressao relativa dos genes PvP5CS (PvP5CS1, PvP5CS2,
PvP5CS3 e PvP5CS4) em cultivares de feijao (BAT 477 e Pérola) submetidos a
estresses abidticos, conforme as Figuras 26, 27, 28 e 29, oferece uma analise
detalhada das respostas moleculares a salinidade (induzida por NaCl) e ao estresse
hidrico (induzido por PEG). Os mecanismos de adaptacao de plantas a estresses
abidticos sdo processos complexos influenciados por diversos fatores. No gendtipo
BAT 477, sob estresse salino, a expressdo do gene PvP5CS1 mostrou redugéo
imediata e sustentada, indicando sensibilidade inicial possivelmente relacionada a
limitagbes na ativagédo precoce da biossintese de prolina, mecanismo fundamental
para osmoprotecdo (Tikhomirova; Krutovsky; Shestibratov, 2023). Em contraste, o
declinio gradual do gene PvP5CS2 sugere uma resposta cumulativa ao estresse salino
prolongado, consistente com evidéncias de modulagdo temporal da expressao génica
associada a danos celulares ou exaustdo metabdlica (Guan et al., 2020). A estabilidade
inicial de PvP5CS3 e PvP5CS4 até o 9 dia, seguida por quedas significativas no 12
dia, reflete restricbes adaptativas, alinhando-se a estudos que documentam a
manutengao transitéria de niveis de genes em gendtipos tolerantes a seca, como
BAT 477, antes de um declinio induzido por limitagdes fisioldgicas (Tikhomirova;
Krutovsky; Shestibratov, 2023). Esses achados corroboram o papel dos genes
P5CS na osmoprotecao via prolina, mas a redugdo observada em exposi¢des

prolongadas sugere uma tolerancia limitada do gendtipo BAT 477 a estresses
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salinos crénicos, desafiando a suposi¢cao de resiliéncia universal em leguminosas e
demandando investigagbes adicionais sobre regulagao transcricional e dindmica de
osmoticos (Molinari et al., 2007; Sapakhova et al., 2023).

No contexto do estresse hidrico induzido por PEG, a estabilidade da
expressao de PvP5CS1 ao longo de 12 dias no gendtipo BAT 477 (Figura 27A)
evidencia uma robusta regulacdo da biossintese de prolina, um mecanismo
osmoprotetor amplamente reconhecido em leguminosas (Verslues et al., 2006;
Carvalho et al., 2022). A oscilagdo de PvP5CS2, com pico em 3 dias e declinio em
9-12 dias (Figura 27B), sugere uma adaptacéao transitéria potencialmente mediada
por retroalimentacdo metabdlica, em consonancia com estudos que destacam a
regulagéo dindmica de P5CS sob estresse hidrico prolongado (Molinari et al., 2007,
Jacinto Junior et al., 2022). As quedas acentuadas de PvP5CS3 e PvP5CS4 em 12
dias (Figuras 27C e 27D) indicam limites adaptativos, possivelmente ligados a
deplecéo de recursos metabdlicos sob estresse crénico, uma tendéncia observada
em gendtipos sob condi¢des adversas (Chen et al., 2009).

Em contraste com os dados obtidos neste estudo para o gendétipo Pérola sob
NaCl (Figura 28), nos quais se observa a redugao de PvP5CS1 apds 9 dias (Figura
28A), indicando sensibilidade precoce, e a recuperagao parcial de PvP5CS2 em 12
dias (Figura 28B), sugerindo plasticidade adaptativa, estudos anteriores também
apontam para uma modulagdo temporal da expressao génica associada a danos
celulares ou exaustdo metabdlica (Guan et al., 2020). A estabilidade inicial de
PvP5CS3 e PvP5CS4, seguida por declinios tardios (Figuras 28C e 28D), aponta
para uma tolerancia limitada a estresse salino prolongado. Sob tratamento com
PEG (Figura 29), as oscilagbes de PvP5CS1 (Figura 23A) e as quedas
progressivas de PvP5CS2 e PvP5CS4 (Figuras 29B e 29D) corroboram a
sensibilidade ao estresse hidrico prolongado. Além disso, a baixa transcricdo de
alguns genes pode ser atribuida ao fato de que eles desempenham outras fungdes
durante o processo de desenvolvimento desta espécie (Szabados; Savouré, 2010;
Quadros et al., 2023). Essas observagdes reforcam o papel central dos genes P5CS
na osmoprotecdo, mas as redugdes em exposi¢cdes prolongadas sugerem exaustao
metabdlica ou danos celulares, indicando uma tolerancia em ambos os gendtipos.

O nivel de expressao relativa do gene P5CS3 em ambas as espécies e

tratamentos sob condigdes de controle se mantiveram acima de 0,5 (down-
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regulatated). Isso sugere que as plantas mantém um nivel basal de expressao
genética contra seu estado saudavel e estressado (Georgieva; Vassileva, 2023).
Alguns genes apresentam uma rapida redugdo apos o tratamento com uma
recuperacao gradual, como no caso do gene PvP5CS1 em BAT 477, tratado com
NaCl. No geral, as plantas aumentam a producao de prolina por meio do gene P5CS
em resposta a condigdes de estresse, e esse mecanismo varia entre as espeécies
vegetais. Estudos recentes demonstram que a producdo de prolina tende a
aumentar conforme o tempo de exposicdo ao estresse, reforcando seu papel
osmoprotetor (Luan et al., 2024). Os resultados demostram aumento de producéao de

prolina conforme o tempo de estresse.

6.2 Transportador de prolina (ProT)

Os transportadores de prolina (ProTs) fazem parte de uma estrutura mais
ampla de transportadores de aminoacidos (AATs) nas plantas. Os AATs séao
proteinas fundamentais para o funcionamento das plantas, desempenhando papéis
cruciais no crescimento, desenvolvimento e nas respostas a estresses bibticos e
abidticos (Wang et al., 2024). Estudos tém se concentrado na evolugao funcional e
na regulagcdo da expressao dos genes P5CS em varias plantas modelo, como
Glycine max, especialmente em contextos de estresse hidrico (Vaishnav et al.,
2018), C. sinensis (Dai et al., 2020), e S. lycopersicum (Akbudak; Filiz, 2020). No
presente estudo, identificou-se duas sequéncias ProTs na espécie de feijao, ja em
outras especies como a do genoma do repolho foram identificados seis genes ProT
(Tian et al., 2023). Estas proteinas apresentam uma sequéncia de aa que varia entre
338 e 442 (Tabela 3).

O gene PvProT1 (Figura 16) apresenta uma estrutura genémica complexa,
composta por sete éxons e seis introns. Por outro lado, o gene PvProT2 (Figura 16)
é constituido por seis éxons e cinco introns. Essas estruturas de éxon/intron revelam
diferengas, tanto no numero de éxons quanto em suas posi¢coes relativas,
destacando a diversidade estrutural dentro desta familia de genes. E importante
notar que a complexa organizagdo gendmica, caracterizada pela presenca
intercalada de éxons e introns, resulta em um fendmeno notavel: a producao de
diferentes variantes de splicing. Por meio deste mecanismo molecular, um unico

gene pode dar origem a multiplas formas de RNAm (RNA mensageiro) maduro, o
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que consequentemente enriquece tanto o transcriptoma quanto o proteoma celular
(Petrillo, 2023).

Os genes PvProT1 e PvProT2, que codificam proteinas transportadoras no
feijao comum, estdo localizados nos cromossomos ChrO01 e Chr08 (Figura 13),
respectivamente. A analise comparativa das sequéncias de aminoacidos das
proteinas PvProT1 e PvProT2 revelou uma conservacéo significativa dos motivos
entre as duas, embora existam algumas diferencas notaveis. ldentificamos
substituicbes de aminoacidos, o que sugere que, apesar da predominancia da
conservagao dos motivos entre PvProT1 e PvProT2, essas alteragbes pontuais
podem resultar em variagdes sutis nas propriedades estruturais ou funcionais
dessas regides proteicas. As sequéncias genéticas estdo sujeitas a alteragdes
constantes devido a diversos tipos de mutagdes naturais, que desempenham um
papel crucial na evolugdo genética. Essas mutagdes podem ocorrer de varias
formas, como substituicbes de nucleotideos, insergdes, delecbes ou rearranjos
cromossOmicos (Akbudak; Filiz, 2020).

Dentre os genes ProTs analisados, o ProT2 se sobressaiu por apresentar o
perfil de expressdo mais elevado. Este gene demonstrou uma presenga marcante
nas flores e nas vagens verdes maduras, indicando que € benéfico para o processo
de absor¢do de aminoacidos (Figura 19). Da mesma forma que os membros da
subfamilia AAP em milheto foram expressos em varios tecidos, indicando que eles
podem estar participando de diferentes processos biolégicos em diferentes tecidos
de plantas (Wang et al., 2024).

Eventos de duplicagcédo dos pares de sequéncias (Tabela 4) foram analisados
neste estudo: PvProT1 com PvProT2. Foi identificada duplicagcdo segmental entre
PvProT1 e PvProT2 que ocorreu ha cerca de 39,02 milhdes de anos. A razao entre
as taxas de substituicdo ndo-sindnima e sinbnima (Ka/Ks) é de 0,19, indicando que
esses genes estdo sob selegdo purificadora, o que sugere que a maioria das

mutacdes € desvantajosa e tende a ser eliminada ao longo do tempo evolutivo.

A andlise de sintenia entre P. vulgaris L., A. thaliana e O. sativa revelou
similaridades genbémicas entre P. vulgaris L. e A. thaliana. Os genes PvProT1
(Chr01) e PvProT2 (Chr08) de P. vulgaris L. (Figura 20) mostraram correspondéncia
com os cromossomos At-2 e At-3 de A. thaliana. Entretanto, ndo foram observadas

similaridades significativas entre P. wvulgaris L. e O. sativa para esses genes,
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sugerindo uma maior distancia evolutiva entre essas espécies nesse aspecto
especifico. A familia de genes ProT, que apresenta propriedades fisico-quimicas
similares em varias espécies vegetais, como tomate e Arabidopsis, € altamente
conservada. No arroz, trés genes ProT foram identificados: OsProT1
(LOC_0Os01g68050), OsProT2 (LOC_0Os03g44230) e OsProT3 (LOC_Os07g01090).
Essas caracteristicas sublinham a conservacdo da familia ProT entre diferentes
espécies de plantas, ressaltando sua importancia evolutiva (Zhao, 2012; Akbudak;
Filiz, 2020).

Os resultados sugerem que as proteinas OsProT1 e OsProT2 de O. sativa e
PvProT1 e PvProT2 de P. vulgaris L. compartilham um ancestral comum recente
(Figura 17). Além disso, as proteinas de A. thaliana e P. vulgaris L. parecem ter uma
relagado evolutiva mais proxima em comparacado com O. sativa. Ja em outros estudos
com M. sativa que apresenta o gene MsProT (M. sativa - ProT) contém sete a nove
exons (Min et al., 2023).

O agrupamento de AtProT1, AtProT2 e AtProT3 com as proteinas de P.
vulgaris L. sugere uma relagdo evolutiva mais proxima entre essas duas espécies
em comparagao com O. sativa (Figura 21). A ramificagao inicial de O. sativa sugere
que as proteinas OsProT1 e OsProT2 divergiram primeiro do ancestral comum a
todas as proteinas analisadas (Figura 21).

Os ProTs séao transportadores de prolina que também transportam glicina
betaina, auxiliando na tolerancia das plantas ao estresse e na eliminagédo de EROs.
Eles também transportam o acido gama-aminobutirico, aumentando a atividade
antioxidante das plantas (Yuan et al., 2024). A expressao adequada do gene ProT é
crucial para a funcionalidade desejada. No entanto, a expressado génica pode ser
influenciada por varios fatores, incluindo a posi¢do de insercdo do gene e o
ambiente de crescimento da planta. O gene PvProT2 apresenta o maior nivel de
expressdao em flores e vargens maduras verdes, enquanto o PvProT1 tem sua
expressdo maxima em flores. Ambos 0s genes mostram os menores niveis de
expressdo em nddulos, botdes florais e trifdlios jovens. A expressdo de ProT2 é
regulada positivamente sob estresse hidrico e salino, indicando seu papel importante

nas respostas das plantas aos estresses abiéticos (Min et al., 2023).
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7 CONCLUSAO

Em suma, identificou-se quatro genes PvP5CS e dois genes PvProT do
feijoeiro e um estudo sistematico usando ferramentas de bioinformatica. Englobou-
se algumas analises, dentre elas: estruturas génicas, localizagbes cromossdmicas,
analises dos motivos proteicos, padrbes de expressdo, duplicagdes genéticas,
analise de sintenia, relagdes filogenéticas, além de proteina em 3D e elementos de
acao cis e RT-qPCR. Havia varios elementos de acdo cis nas sequéncias
promotoras de PvP5CS e ProT, sugerindo que atuam em redes complexas
regulando o desenvolvimento da planta e as respostas ao estresse. Os genes
PvP5CS1, PvP5CS3 e PvP5CS4 apresentaram maior expressdo em diversos
tecidos em analises in silico. Os perfis transcricionais mostraram respostas variadas
dos genes a salinidade e estresse hidrico nos gendtipos BAT 477 e Pérola em
amostras de folhas. A maioria dos genes P5CS demonstrou redu¢ao de expressao
em exposi¢cdes prolongadas a estresses, sugerindo limitagdo na tolerancia a
condi¢cbes adversas crénicas. As informagdes desde estudo séo contribuicbes para a
compreensao molecular das principalmente isoformas P5CS de uma cultura

importante sob condigdo de estresse por PEG e salino.
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