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RESUMO

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) € uma planta frutifera da familia Myrtaceae,
nativa do Brasil e apresenta ampla distribuicdo ao longo do territério nacional. Suas
populacdes estdo adaptadas a condi¢cdes climaticas contrastantes, como as
condicdes secas e solo arenoso da restinga, bem como a mata fechada e ombrofila
da mata ciliar. Ja caracterizados no processo de adaptacdo e desenvolvimento, 0s
fatores de transcricdo DOF sdo proteinas reguladoras da expressdo génica do tipo
dedo de zinco especificas de plantas. Essas caracteristicas os tornam excelentes
candidatos para o estudo da adaptacdo das populacbes de E. uniflora, visto que
provavelmente contribuem para isso.

Neste trabalho, foram identificados um total de 17 genes DOF no transcritoma
de E. uniflora, com dois deles possuindo o dominio incompleto e sendo retirados de
andlises subsequentes. A partir da construgcdo das &arvores filogenéticas de
aminoacidos e nucleotideos, as sequéncias DOF se agruparam em 11 grupos
funcionais distintos, possibilitando a predic&o funcional de 10 genes de E. uniflora. O
resultado da analise de motivos conservados corroborou com os das analises
evolutivas e a analise de presséo seletiva confirmou a ampla selecao purificadora
atuante no dominio DOF-.

Em concluséo, esse estudo possibilitou a identificacdo de genes DOF em
pitangueira ainda nao identificados. Enquanto isso, as analises evolutivas tracaram
um rumo para estudos funcionais futuros a partir da predicdo de grupos funcionais
conservados, além de elucidar questdes ainda ndo respondidas.



ABSTRACT

The Brazilian-cherry tree (Eugenia uniflora L.) is part of the Myrtaceae family
of plants. It's a native plant with wide distribution among the Brazilian territory where
its different populations are adapted to contrasting climatic conditions such as the
salty and dry soil of the restinga, as well as the ombrophilous Atlantic forest.
Thoroughly characterized in many development and adaptation processes, DOF
transcription factors are plant specific regulatory proteins that have a zinc finger like
domain. These characteristics make them well suited candidates for a study on the
adaptation of the different Brazilian-cherry tree populations.

In this work, a total of 17 genes were identified in E. uniflora’s transcriptome,
two of which had partial DOF domains and were excluded from further analysis.
Upon construction of the amino acid and nucleotide phylogenetic trees DOF
sequences were grouped in 11 distinct functional groups allowing a functional
prediction of 10 of the 17 E. uniflora’s genes. Conserved motifs analysis results
corroborate with the evolutionary analysis made, while the selective pressure
analysis confirms a purifying selective pressure.

In conclusion, this study allowed the identification of novel DOF genes in the
E. uniflora species. The evolutionary studies performed here paved a way for future
functional studies through the prediction of conserved functional groups and

elucidating previous unanswered questions.
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1. INTRODUCAO

1.1 Eugenia uniflora L. como espécie de estudo

Eugenia uniflora L., conhecida como “pitangueira”, € uma espécie de frutifera
nativa da Mata Atlantica, ndo endémica e pertencente a familia Myrtaceae. Também
fazem parte dessa familia uma diversidade de outras espécies frutiferas nativas,
como a Cereja-do Rio Grande (E. involucrata), uvaia (E. pyriformis) jabuticada (Plinia
cauliflora), araca (Psidium cattleianum), guabiroba (Campomanesia xanthocarpa),
dentre outras. Além das frutiferas, que apresentam grande potencial econdmico, a
espécie arbdrea Eucalyptus grandis (Eucalipto), também faz parte dessa familia. E.
uniflora possui interesse cientifico e alto potencial para exploragdo comercial pela
atividade antibacteriana de seus metabolitos secundarios e extratos brutos (FALCAO
et al., 2018), possuindo ainda atividades antifungicas (SILVA-ROCHA et al., 2015),
anti-helminticas (SANTOS et al., 2012), anti-inflamatorias (RATTMANN et al., 2012),
antioxidantes, analgésicas e espaco para a sua utilizacdo no tratamento de doencas
cronicas, como diabetes (SOBEH et al.,, 2019).Sua distribuicdo abrange desde a
regido costeira do nordeste até a regido sul do Brasil, leste do Paraguai e norte da
Argentina e Uruguai (OLIVEIRA-FILHO & FONTES, 2000)(SCARANO,
2002)(ROESCH et al., 2009). Possui uma grande area de dispersao, e esta
adaptada a diferentes ecoregifes com caracteristicas contrastantes. Apresenta porte
arbustivo na restinga brasileira, localidade costeira de terreno arenoso e salino, forte
insolacdo e ventos fortes, enquanto possui porte arboreo na mata atlantica no
interior da regido sul, caracterizada por vegetacdo fechada, humida e ombrdfila
(Figura 1). Essa disparidade entre populagbes também foi confirmada a nivel
genético, onde individuos da restinga possuem uma variagado genética muito menor,
quando comparada com individuos da mata atlantica no sul da distribuicdo (mata
ciliar e estepes no Bioma Pampa), possivelmente resultado de uma expansao
populacional recente de plantas adaptadas as condi¢des da restinga (TURCHETTO-
ZOLET et al., 2016).



Figura 1. Variacao fenotipica entre pitangueiras. Plantas de pitangueira presentes na ecoregido da
restinga apresentam porte arbustivo (esquerda), indicadas por setas, enquanto plantas na mata ciliar
apresentam porte arbéreo (direita).

1.2 A familia de fatores de transcricdo DOF

A producdo de compostos secundarios e o desenvolvimento da planta sao
mecanismos importantes para a adaptacdo e manutengédo do organismo, entretanto
esses mecanismos sdo dispendiosos de energia e necessitam ser precisamente
regulados. Um dos principais mecanismos de regulacdo de processos fisioldgicos é
a nivel transcricional, onde os principais atuantes sdo os fatores de transcri¢ao.
Muitos fatores de transcricao ja foram caracterizados como atuantes em processos
fisiol6égicos de desenvolvimento e adaptacdo (HICHRI et al., 2014; LASHBROOKE et
al., 2015; VIMOLMANGKANG et al., 2013). Em meio a tantos fatores de transcricao
caracterizados, esta a familia de fatores de transcricdo ligantes a DNA com um dedo
(do inglés DNA-binding with one finger, ou apenas DOF). E exclusiva do clado
Viridiplantae e foram identificadas em uma ampla gama de espécies, incluindo
monocotiledéneas, como o arroz, milho e sorgo (CHEN; CAO, 2014; KUSHWAHA et
al., 2011; LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003),
eudicotileddneas, tais como arabidopsis, algodao e tomate (CAl et al., 2013; LI et al.,
2018; YANAGISAWA, 2002), licofitas, como Selaginella moellendorffi (MORENO-
RISUENO et al., 2007), musgos como Physcomitrella patens (SHIGYO et al., 2007)



e algas, tais como Chlorella vulgaris e Chlamydomonas reinhardti (MORENO-
RISUENO et al., 2007; TOKUNAGA et al., 2019). Possuem um nuamero altamente
variavel de representantes, desde 1 gene em Chlamydomonas reinhardtii até mais
de 40 genes em espécies poliploides, como Zea mays (MORENO-RISUENO et al.,
2007; CHEN; CAO, 2015). Essa diversidade é resultado de multiplos eventos de
duplicacdo a nivel genético, assim como gendmico (MORENO-RISUENO et al.,
2007). Suas sequéncias variam desde 200 até 400 aminoacidos e possuem um
dominio de ligacdo ao DNA do tipo dedo de zinco CX2CX21CX2C (Figura 2)
(UMEMURA et al., 2004), especifico as sequéncias 5’-(A/T)AAAG-3’ (YANAGISAWA,
SCHMIDT, 1999), assim como pelo menos um dominio para interagdo com outras
proteinas. Tanto estudos in silico quanto in natura demonstraram a capacidade das
proteinas DOF de serem expressas em tecidos vasculares, principalmente no floema
(HIR; BELLINI, 2013). Mesmo tendo sido caracterizadas em muitos outros papéis
fisiologicos além do desenvolvimento vascular, a manutencdo da sua expressdo em

tecidos vasculares pode ser critica para a atuacédo dos genes DOF.

Figura 2. Representagc@o da estrutura priméria do dominio. Os residuos de C ligantes a zinco
estéo coloridos de laranja, enquanto o atomo de zinco esta representado em azul claro. Linhas pretas
indicam as ligagbes de hidrogénio.

1.2.1 Participacéo de DOF na regulacao da germinacao

O processo de germinacao é regulado pelos niveis fisioloégicos de hormonios
como acido giberélico (GA) e acido abscisico (ABA), onde maiores niveis de GA
induzem a germinagdo, enquanto maiores niveis de ABA induzem a dorméncia da
semente. Sob as condi¢des certas, a incidéncia de luz no espectro do vermelho-
distante contribui para o processo de germinagdo. A percep¢do da luz no

comprimento vermelho e vermelho-distante pelas células vegetais € mediada por



proteinas denominadas fitocromos. A absor¢do de luz vermelha por fitocromos muda
seu estado conformacional, convertendo-os do estado Phyotchrome red (Pr) para o
estado Phytochrome far-red (Pfr), possibilitando a sua translocagéo para o nucleo e
interacdo com fatores de transcricdo. Alguns fitocromos apresentam cinéticas de
degradacdo proteolitica diferentes quando comparados. Por exemplo, o fitocromo A
(PhyA) é degradado rapidamente quando convertido ao seu estado Pfr, enquanto o
fitocromo B (PhyB) permanece no estado Pfr por mais tempo, tornando-os
adaptados a orquestrar vias de sinalizacdo diferentes baseadas no equilibrio entre
suas formas. Os genes AthDOF2.5 (DAG2) e AthDOF3.7 (DAG1), foram
caracterizados em mutantes que possuiam tempos de germinacdo alterados.
Mutantes para DAG1 apresentam uma menor necessidade de incidéncia de luz
vermelha para a germinacdo, enquanto mutantes para DAG2 demonstram o oposto
(GUALBERTI et al., 2002). Um dos fatores de transcrigdo que interage com PhyB é
Phytochrome Interacting Factor3-Like 5 (PIL5), responsavel por inibir o processo de
germinacao. PhyB induz a degradacado de PIL5 via ubiquitinacdo e encaminhamento
para o proteassomo 26S. PIL5, por sua vez, induz a expressdo de fatores de
transcricdo da familia DELLA, como GA Insensitive (GAI) e Repressor of gal-3
(RGA), inibidores da via de sintese de GA e essenciais para a manutencdo dos
niveis endoégenos de ABA (OH et al., 2007)(PISKUREWICZ et al., 2009). Quanto ao
gene DAG1, foi mostrado que seus niveis estdo relacionados com a expressao de
PIL5, sugerindo uma inducdo de DAG1 por PIL5 (GABRIELE et al., 2010). Sabe-se
gue € necessaria a interacdo entre DAG1 e GAIl para a repressdo de AtGA3ox1,
gene da via de biossintese de GA (BOCCACCINI et al., 2014). DAG1 também
revelou inibir a expressdo de CYP707A2, gene da via catabolica de ABA,
demonstrando semelhanca com as funcfes das proteinas DELLA (BOCCACCINI et
al., 2016). Em contrapartida, DAG2 apresenta-se inibido pela expressdo de PIL5,
assim como inibicdo direta por DAG1, comprovada por imunoprecipitacdo de
cromatina acoplada a PCR quantitativa (ChIP-gPCR). Quanto aos genes regulados
por DAG2, RGA aparenta estar negativamente regulado, engquanto os genes
catabolitos de GA: GA3ox1 e GA30x2 demonstram-se induzidos, entretanto ndo se
sabe se essa interacéo é direta ou ndo (SANTOPOLO et al., 2015).

Outro gene envolvido na regulacdo da germinacédo é AthDOF3.2 (DOF®6).
DOF6 é principalmente expresso em sementes de A. thaliana, postergando o

periodo de germinacdo, mas possuindo pouco efeito apdés o amadurecimento da



semente. Sua superexpressao é claramente evidenciada pelo fenétipo de inibicao do
crescimento da planta (RUEDA-ROMERO et al., 2012). Tal fenétipo é dado pela
expressdo de genes relacionados com a biossintese de ABA, como o gene ABAL.
Entretanto, ndo se sabe se a interagdo entre a regido promotora de ABA1 e DOF6 é
direta, ou se € necessaria a dimeriza¢cdo com outra proteina para a devida interacgao.
Um ligante de DOF6 é RGA-Like 2 (RGL2), membro da familia de fatores de
transcricdo DELLA também responsavel pela sintese de ABA e regulacdo da
germinacdo (RAVINDRAN et al.,, 2017). O complexo DOF6-RGL2 demonstrou-se
necessario para a regulacdo de GATA12, também atuante na dorméncia da
semente. Em geral, os genes DAG1 e DAG2 atuam na inibicdo da germinacao pela
catalise de GA e inibicdo da catalise de ABA, enquanto DOF6 atua na mesma

funcdo, mas, complementarmente, pela sintese de ABA.

1.2.2 Participacdo de DOF no desenvolvimento vegetal

ApOs a germinagéo, a plantula é muito sensivel a fatores externos, precisando
responder a multiplos estimulos para se desenvolver normalmente e atingir seu
estagio de reproducdo. Dois genes DOF responsaveis pelos primeiros estagios de
desenvolvimento da planta sdo os genes AthDOF3.4 e AthDOF3.6 ou Ocs Binding
Element Protein 1 e 3 (OBP1 e OBP3). Assim como outras proteinas OBP, OBP1 e
OBP3 sédo fatores de transcricdo responsivos a elementos ocs, sequéncias
presentes na regido promotora de genes relacionados a estresse oxidativo.
Proteinas OBP, por serem fatores de transcricdo DOF, reconhecem sequéncias que
nado sSdo ocs, por isso necessitam da heterodimerizagdo com outros fatores de
transcricdo especificos para a sua devida resposta. Ambos 0s genes demonstram
ser responsivos aos niveis hormonais de auxina e acido salicilico (KANG; SINGH,
2000). Estudos funcionais demonstraram que plantas superexpressando OBP1
apresentam um maior numero de células, mas com tamanho reduzido. Um
experimento de ChIP-gPCR demonstrou que OBP1 atua na divisdo celular pela
regulacdo de CYCD3;3 e da proteina DOF CDF4, enquanto uma andlise de
microarranjo indicou que o fendtipo de células curtas pode ser explicado pela
inibicdo da expressao de enzimas responsaveis pela expansdo da parede celular

(SKIRYCZ et al., 2008). OBP1 também demonstrou ser responsivo a estresses



oxidativos ocasionados pela presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS),
aumentando a expressao de GST6, gene da familia das glutationa S-transferases
(CHEN; CHAO; SINGH, 1996). A superexpressao de OBP3, por sua vez,
demonstrou um retardo no crescimento vegetal e reducdo da viabilidade de
sementes (KANG; SINGH, 2000). Um estudo seguinte revelou que plantas
transgénicas knockdown para OBP3 possuiam deficiéncias na via de sinalizacéo por
PhyB, responsivo a luz vermelha/vermelha-distante, para a inibicdo do alongamento
do hipocdétilo (WARD et al., 2005). Outra via alterada foi a via de desenvolvimento do
cotilédone mediada por criptocromo 1, responsivo a luz azul (WARD et al., 2005).
Sabendo disso, OBP3 aparenta atuar como um mediador das vias fotorreceptoras e
hormonais para o desenvolvimento vegetal. Por ultimo, AthDOF5.4 (OBP4) esta
envolvido na inibicdo da progressdo do ciclo celular e expansédo da parede celular
(XU et al., 2016). Apresenta expressao em varios tecidos da planta, entretanto seu
maior caso de estudo é a expressao na raiz e a regulacdo do desenvolvimento da
mesma e de raizes laterais em resposta a diversos estresses (RAMIREZ-PARRA et
al., 2017; RYMEN et al., 2017; XU; CAl, 2019).

Além dos genes OBP, os niveis de expressdo de AthDOF2.3 ou CYCLING
DOF FACTOR 4 (CDF4), ligante de OBP1, foram encontrados associados a fase S
do ciclo celular, sugerindo uma atuacdo de CDF4 na divisdo celular, entretanto
nenhum estudo funcional mais aprofundado foi feito (SKIRYCZ et al.,, 2008).
Evidéncias filogenéticas dos genes DOF mostram CDF4 e AthDOF1.5 ou
COGWHEEL 1 (COG1) como paralogos proximos e especula-se que possam ter
funcionalidades semelhantes. A expressdo de COG1l demonstrou-se como
supressora das vias de resposta por phyA e phyB para incidéncia de luz no espectro
do vermelho e vermelho-distante (PARK et al., 2003). Outro supressor da via de
resposta por fitocromo é a proteina PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4
(PIF4), responsavel pela regulacdo da sintese de brassinosterdides. Ensaios de
ChIP-RT-gPCR e EMSA mostraram que COGL1 regula diretamente a expressao de
PIF4 ao interagir com sua regidao promotora (ZHUOYUN et al., 2017). Os niveis de
brassinosteroides estdo sabidamente envolvidos com o crescimento da planta
(NOLAN; CHEN; YIN, 2018), logo a regulacdo de PIF4 explicaria o fenétipo de
inibicdo do crescimento do hipocotilo exposto a luz vermelha e vermelho-distante

observado por mutantes caracterizados previamente (PARK et al., 2003).



1.2.3 Participacédo de DOFs na elaboracédo de tecidos vasculares

Diferentes horménios regem o planejamento e construcdo dos tecidos
vasculares. Auxinas difundem-se ao longo do comprimento do protoxilema/xilema e
regulam a expressdo génica por sua concentracdo hormonal. Contrariamente,
citocininas apresentam atividades mais localizadas, atuando no desenvolvimento do
protofloema/floema e suas células vizinhas. Muitos genes sao responsivos a
expressdo de auxina, mas algumas proteinas atuam em fungbes-chave na
transducdo deste sinal. MONOPTEROS (MP), também conhecido como AUXIN
RESPONSIVE FACTOR 5 (ARF5), é uma proteina hub responsavel por orquestrar a
formacdo de tecidos vasculares principalmente na raiz. MP possui genes alvo,
nomeados de TARGET OF MONOPTEROS (TMO). Entre eles, AthDOF5.3 ou TMO6
é regulado diretamente por MP (SCHLERETH et al., 2010). Sua expressdo mostrou-
se envolvida no desenvolvimento e regeneracdo vascular, assim como em
processos de enxertia (MELNYK et al.,, 2018). Outros de seus alvos sdo TMOS5 e
LONESOME HIGHWAY (LHW), fatores de transcricdo reguladores da expressao de
genes, como LONELY GUY 3 (LOG3) e LONELY GUY 4 (LOG4), encarregados da
ativacdo de citocininas na raiz. AthDOF2.1 mostrou-se regulada pelos niveis
endogenos de citocinina de maneira dependente da via de biossintese TMOS5/LHW,
indicando que sua funcdo ocorre downstream da via de desenvolvimento primario da
raiz mediada por MP (SMET et al., 2019). Além de alvos de MP, o fator de
transcricdo DOF AthDOF5.8 atua por interacdo direta com MP. Ao contrario de
casos anteriores, a atuacdo de AthDOF5.8 aparenta estar na parte aérea da planta,
onde a sua superexpressdo acarretou a ma formacdo de nervuras nas folhas
(KONISHI et al., 2015; KONISHI; YANAGISAWA, 2015).

Outros genes DOF induzidos por citocininas sdo AthDOF2.4 e AthDOF5.1 ou
PHLOEM EARLY DOF 1 e 2 (PEAR1 e 2). Seus maiores niveis de expressao
ocorrem nos elementos de tubo crivado do protofloema e, a partir da sua difusdo por
células adjacentes, promovem divisdes celulares periclinais na raiz. Ao chegar nas
células do procambio interno e metaxilema, onde ha prevaléncia de auxinas, sua
expressao € inibida pela atuacao de fatores de transcricdo HD-ZIP Ill. A expresséo
dos genes PEAR também mostrou induzir os niveis transcricionais de proteinas HD-
ZIP l1ll, promovendo um loop de feedback negativo para o controle da atuacéo das
proteinas PEAR (MIYASHIMA et al., 2019). Além do desenvolvimento da vasculatura



da raiz, linhagens superexpressando o gene AthDOF5.6 ou HIGH CAMBIAL
ACTIVITY 2 (HCA2), apresentam ma formacédo do cambio interfascicular em todos
os tecidos da planta, indicando uma atuacdo mais generalizada desse fator de
transcricdo (GUO et al., 2009). Sua acao € provavelmente dada em etapas iniciais
do desenvolvimento, a partir das células do parénquima, e fundamentais para a

correta construcéo do tecido (GUO et al., 2009).

1.2.4 Participacdo de DOFs na fisiologia de estbmatos

Estbmatos sdo estruturas vegetais presentes principalmente em folhas e
responsaveis por controlar a troca gasosa de 02, CO2 e vapor de 4gua com a
atmosfera, o Ultimo evento é conhecido como transpiracao. Plantas com menores
taxas de transpiracdo retém agua mais eficientemente, tornando a otimizacdo de
estbmatos uma abordagem para a concepcao de plantas resistentes a seca
(LAPORTE et al.,, 2002). A formacdo de estdmatos é estabelecida pela divisdo
sucessiva e maturacao de linhagens celulares indiferenciadas presentes nas folhas.
As primeiras células que apresentam a forma circular, caracteristica de estématos,
sdo as células-guarda maes, que, em seguida, se dividem simetricamente em duas
células-guarda, formando o estbmato. A principal via de desenvolvimento estomatal
envolve a expressao sequencial de SPEACHLESS (SPCH), MUTE e FAMA, fatores
de transcricdo da familia bHLH, assim como loops de regulacdo negativa,
envolvendo os genes regulados por SPCH, como EPF1/2, TMM e o préprio SPCH.
Em Arabidopsis thaliana, foi demonstrado que um de seus genes DOF esta
envolvido com a fisiologia estomatal: AthDOF5.7 nomeado STOMATAL
CARPENTER 1 (SCAP1) (NEGI et al., 2013). A superexpresséo de SCAP1 leva ao
aumento do numero de estdmatos por &rea, assim como a inibicdo dos niveis
transcricionais de EPF2, MUTE e TMM, todos alvos de SPCH (CASTORINA et al.,
2016). Um modelo para a atuacdo de SCAP1 seria como um competidor para genes
alvos de SPCH, onde SCAP1 atua na sua inibicdo (CASTORINA et al., 2016).
Mutantes nulos para SCAP1l demonstraram alteracbes na movimentacdo e
morfogénese dos estdbmatos, evidenciando o papel de SCAP1 na funcdo estomatal
(NEGI et al., 2013). Um experimento de ChIP-gPCR revelou que sua atuacao ocorre
pela regulagdo de genes como MYBG60, essencial para a movimentacdo dos



estdbmatos, e GORK, codificador de um canal exportador de ions de potassio (NEGI
et al., 2013).

1.2.5 Participagdo de DOFs na producdo de metabdlitos secundarios

Metabdlitos secundarios sdo compostos organicos que nado tém implicacdes
diretas no crescimento e desenvolvimento da planta. Ndo obstante, a sua producéo
€ importante para a adaptacdo do organismo. Alguns também possuem
propriedades fisiologicas de interesse para a medicina humana, tornando a sua
pesquisa uma area de atuacdo extremamente importante. Dentre os genes DOF
relacionados com a producdo de metabdlitos secundarios, o gene AthDOF4.2 ja foi
caracterizado como regulador negativo do metabolismo de fenilpropanoides
(SKIRYCZ et al., 2007), condizente com fenoétipos de falta de mucilagem observados
em plantas transgénicas superexpressando o gene (ZOU et al.,, 2013). Outro
fenétipo presente € a inibicdo da bifurcacdo de ramos, compartilhada com seu
paralogo AthDOF4.4 (ZOU et al., 2013). N&o se sabe ao certo como esse fenoétipo é
dado, entretanto artigos prévios ja mostraram a interacdo das vias de producéo de
fenilpropanoides com a sintese de hormdnios como auxina e citocinina, conectando
as vias de biossintese ao processo de ramificagdo (KUREPA et al., 2018).

Outro grupo de compostos secundarios regulados por proteinas DOF é o
grupo dos glicosinolatos, mais especificamente o0s indolglicosinolatos (IGS),
sintetizados a partir de triptofano. IGS possuem propriedades toxicas para animais,
atuando na defesa da planta contra insetos e animais herbivoros. IGS também
fazem parte da via de biossintese de auxinas, como &acido indolacético (IAA),
podendo atuar na regulacdo do crescimento vegetal e outros processos fisiolégicos.
OBP2 foi identificada como reguladora positiva da biossintese de IGS. OBP2
apresenta expressdo no tecido vascular, atuando na sintese de IGS a partir de
danos fisicos na vasculatura do tecido vegetal (SKIRYCZ et al., 2006). Assim como
0s niveis de IGS, a expressdo de IAA também foi aumentada em plantas
transgénicas superexpressando OBP2, entretanto ha pouca evidéncia relacionando
0S niveis de auxina sintetizada a partir de IGS com outros processos fisiologicos
(SKIRYCZ et al., 2006).



1.2.6 Participacdo dos DOFs na regulacéo do florescimento

O florescimento € um processo muito complexo que envolve diversos sinais
externos, como a incidéncia de luz e sua duracdo, e internos, como o estagio de
desenvolvimento e condi¢des fisioldgicas do organismo. A subfamilia de genes DOF
CYCLING DOF FACTORS (CDF) composta por AthDOF1.3 (CDF6), AthDOF1.10
(CDF5), AthDOF2.3 (CDF4), AthDOF3.3 (CDF3), AthDOF5.2 (CDF2) e AthDOF5.5
(CDF1), é profundamente estudada e estd amplamente relacionada com o
florescimento. Mesmo nomeada como CDF, CDF4 apresenta COG1 como homologo
mais proximo, possivelmente atuando em uma funcdo que seja semelhante a de
COGl1 (BUESO et al, 2016). Todas outras CDFs foram confirmados
experimentalmente como ligantes a GIGANTEA (Gl) (FORNARA et al.,, 2009;
KRAHMER et al., 2019), uma proteina envolvida com o relégio circadiano. Gl tem
seu pico de expressdo em torno de 12 horas apds o amanhecer durante dias longos
(DL, 16 horas de luz/8 horas de escuro) e 8 horas apés o amanhecer em dias curtos
(DC, 8 horas de luz/16 horas de luz) (RYNER et al., 1999). Gl atua na regulacdo de
supressores do florescimento principalmente pela interacdo com proteinas da familia
F-box, como ZEITLUPE (ZTL), FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX1 (FKF1)
e LIGHT KELCH PROTEIN 2 (LPK2), que mediam a degradagéo de proteinas por
ubiquitinacdo e encaminhamento para a via proteassomo 26S (DAVID et al., 2006).
Apenas o0 gene CDF6 nao teve seu papel elucidado. As outras CDFs foram
caracterizadas como supressoras do florescimento pela inibicdo da transcricdo de
CONSTANS (CO), que por sua vez promove a transcricdo de FLOWERING LOCUS
T (FT) (FORNARA et al., 2009). As CDFs aparentam atuar pleiotropicamente e
possivelmente possuem afinidades diferentes para cada proteina da familia F-box
(IMAIZUMI et al., 2005).

A hip6tese do nosso trabalho é que o conjunto de funcdes dos fatores de
transcricdo DOF pode estar envolvido na adaptacdo das populacbes de Eugenia
uniflora da restinga e mata ciliar para diferentes condi¢cdes climaticas e outros
fatores ecoldgicos. Portanto, identificar e caracterizar os genes DOF nessa espécie,
assim como analisar possiveis forcas de selecdo atuantes em suas sequéncias por
ferramentas in silico podem auxiliar na compreensédo dos mecanismos de adaptacéo

local na mesma.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar a familia de fatores de transcricdo DOF em pitanga
(Eugenia uniflora L.), assim como avaliar o seu possivel envolvimento na adaptagcéo

de populacdes de pitangueira a diferentes condi¢des climaticas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar, no transcritoma de E. uniflora, sequéncias homélogas a familia de
fatores de transcricdo DOF.

2. Realizar uma analise filogenética com as sequéncias identificadas em E.
uniflora e sequéncias de outras espécies de plantas que apresentam esses
genes ja caracterizados para identificar os grupos ortélogos.

3. Caracterizar as sequéncias preditas das proteinas através da identificacdo de
dominios e motivos conservados usando uma abordagem in silico.

4. Verificar o tipo de selecdo agindo sobre as formas paralogas dos genes DOF

de E. uniflora

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ldentificacdo de sequéncias DOF

O perfil HMM do dominio DOF (PF02701) foi baixado do banco de dados do
Pfam (http://www.pfam.xfam.org) e utilizado para uma analise HMMER contra o
transcritoma de E. uniflora L. (GUZMAN et al.,, 2012), assim como transcritomas
disponiveis no banco de dados do Phytozome v12.1.6
(phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), como Arabidopsis thaliana (TAIR10),
Eucaliptus grandis (v2.0), Oryza sativa (v7_JGI), Populus trichocarpa (v3.0) e Zea

mays (Ensembl-18). Foram aceitas, para analises seguintes, apenas as sequéncias
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com E-value abaixo de 0,01. Os cddigos de acesso das sequéncias foram utilizados
para recuperar as sequéncias de nucleotideos de seus respectivos genomas. As
fases de leitura dos transcritos de Eugenia uniflora foram verificadas com a

ferramenta ORFfinder (www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder) para a correta anotacao.

3.2 Propriedades proteicas, motivos conservados e logo

A massa molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pl) foram determinadas pela
ferramenta ProtParam do ExPASYy (web.expasy.org/protparam). A localizagéo celular
foi predita utilizando a ferramenta DeepLoc-1.0 (www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/).
Para a predicdo de dominios conservados, a ferramenta MEME (meme-suite.org)
(BAILEY; ELKAN, 1994) foi utilizada procurando por 15 motivos, com um
comprimento entre 10 e 100 caracteres e qualquer numero de repeticbes por
sequéncia. Os genes DOF das seis espécies foram usados como entrada. A
predicdo de dominios transmembranas foi realizada no programa Protter
(wlab.ethz.ch/protter/). A construcdo do logo do dominio DOF foi feita no program
WebLogo (weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (CROOKS et al., 2004).

3.3 Alinhamento e analise filogenética

A andlise filogenética foi realizada para identificar potenciais ortélogos e
classificar os genes DOF identificados no transcritoma de E. uniflora. Para essa
analise foram utilizadas, além das sequéncias DOF identificadas em E. uniflora,
sequéncias de espécies cujos genes DOF ja foram estudados e caracterizados, tais
como Arabidopsis thaliana (YANAGISAWA, 2002), Eucaliptus grandis (D'ALMEIDA,;
PASQUALI, 2014), Oryza sativa (LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-
CARBAJOSA, 2003), Zea may (CHEN; CAOQO, 2014) e Populus trichocarpa (WANG et
al., 2017). As sequéncias dessas espécies foram obtidas dos trabalhos publicados,
bem como a partir de BLAST (Protein Basic Local Align Sequence Tool) contra o
genoma das mesmas no banco de dados Phytozome. As sequéncias da regido

codificadora (CDS, coding sequence) dos fatores de transcricdo DOF das espécies
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citadas acima foram inseridas no programa MEGA7 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (KUMAR; STECHER,; TAMURA, 2016)
(https:/lwww.megasoftware.net) para visualizacdo, edicdo e alinhamento. As
sequéncias codificadoras foram traduzidas para suas respectivas sequéncias
proteicas e alinhadas utilizando a ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004), disponivel no
MEGA 7, com os valores e opg¢Oes padrao. Por serem sequéncias com apenas 0
dominio DOF conservado, os aminoacidos néo correspondentes ao dominio foram
excluidos e gaps codificados como dado faltante usando o caractere “?”. A partir do
alinhamento, a determinagéo de qual o melhor modelo evolutivo foi realizada nos
programas JModelTest2 e ProtTest3 (DARRIBA et al., 2015, 2017) para
nucleotideos e amino acidos respectivamente. O programa Beast (SUCHARD et al.,
2018) foi utilizado para a construcdo da arvore filogenética pelo método Bayesiano
segundo o processo de Birth-Death por 30 milh6es de gera¢des seguindo o modelo
de substituicdo JTT+I+G para aminoacidos, enquanto a &arvore filogenética de
nucleotideos foi gerada durante 50 milhdes de geracbes seguindo o modelo
evolutivo de substituicdo GTR+G. O TreeAnnotator foi utilizado para excluir um
décimo do total de arvores, correspondente as arvores mais discrepantes, construir
a arvore consenso e calcular os valores de probabilidade posterior. O FigTree foi
utilizado para visualizar a arvore gerada e editar as figuras. As ilustracbes das

figuras foram realizadas no programa Adobe lllustrator CC.

3.4 Andlise de pressao seletiva
Anadlises de selecdo foram realizadas com base nos alinhamentos e suas
respectivas arvores filogenéticas como dados de entrada. As taxas de substituicdo
ndo sindbnimos para substituicdes sinbnimas (dN / dS, ou w) foram computados, e
homogeneidade e selecéo positiva foram determinados usando modelos de maxima
verossimilhancga no programa CODEML em PAML (v.4.9) (YANG, 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo dos genes DOF em Eugenia uniflora e construgéo do logo.
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Utilizando o perfi HMM do dominio DOF (PF02701), foram encontradas 17
sequéncias no transcritoma de Eugenia uniflora.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e propriedades das sequéncias dos fatores de transcricédo
DOF recuperadas do transcritoma de E. uniflora. Tamanho proteico é dado em nimero de residuos
de cada proteina (AAs), peso molecular é dado em kiloDaltons (kDa) e ponto isoelétrico € dado em
pH.

Gene Accession Number Protein Lenght (AAs) MW (kDa) pl Subcellular Location
g22988 109 12,012 9,69 Nucleus
g10632 113 12,966 9,51 Nucleus
822140 186 20,727 9,62 Nucleus
gl11471 242 25,704 9,40 Nucleus
g32847 213 22,901 9,94 Nucleus
23589 109 11,846 8,59 Nucleus
g42095 297 31,379 9,38 Nucleus
g27855 303 33,576 8,45 Nucleus
g36695 292 31,619 8,84 Nucleus
gl7481 332 35,575 9,34 Nucleus
g41142 360 38,370 9,07 Nucleus
g38411 308 32,957 8,71 Nucleus
g17107 307 33,047 8,79 Nucleus
25930 331 36,445 6,52 Nucleus
g20579 467 50,378 5,23 Nucleus
g22699 507 55,049 6,10 Nucleus

g3653 554 59,573 8,90 Nucleus

Dentre as 17 sequéncias encontradas, g17481 possuia cédons de parada no
meio de sua sequéncia. Sua fase de leitura foi verificada no programa ORFfinder
para sua correta anotacdo. Apds a correcdo da fase de leitura, sua sequéncia nao
possuia nenhuma similaridade com o dominio DOF e foi excluida de analises
posteriores. A sequéncia g23589 possuia apenas metade do dominio DOF e
também foi excluida de andlises posteriores. Dentre as 15 sequéncias restantes, a
maioria possui em torno de 300 residuos, sendo a menor delas g22988, com apenas
109 residuos, e a maior sendo g3653, com 554 residuos (Tabela 1). Podemos
levantar uma hipétese de que as sequéncias g22988 e 10632 ndo estarem
corretamente montadas, pois s6 o dominio DOF possui um comprimento de 60
residuos, restando 50 residuos para outros dominios, 0 que ndo seria impossivel,
entretanto, as sequéncias DOF possuem de 200 a 300 aminoacidos em geral. Seus
pontos isoelétricos variam desde 5,23, em g20579, até 9,94, em g32847, com uma

grande parcela variando de 8,40 até 9,94. Quando submetidas a predicdo da
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localizagdo subcelular, todas as sequéncias demonstraram localizagdo nuclear,

tipico das outras sequéncias dos fatores de transcricdo DOF.

A construcédo do logo do dominio DOF nos mostra a frequéncia dos residuos
de aminoacidos presentes em cada posicao (Figura 3). Posi¢cdes com prevaléncia de
um residuo podem significar um papel importante na sua funcéo. Ao analisar o logo
do dominio DOF das sequéncias de E. uniflora, a conservacédo dos quatro residuos
de cisteina, tipicos do dominio DOF, ja € esperada. A conservacao do residuo de
triptofano também ja foi reportada como importante para a funcdo do dominio DOF
(SHIMOFURUTANI et al., 1998). A conservacdo dos demais residuos é dada em
blocos, como as regides 14 - 22 e 45 - 52. Outra caracteristica importante é que
grande parte dos residuos conservados possuem propriedades basicas ou polares,

possivelmente importantes para a correta interacdo com a molécula de DNA.
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Figura 3. Logo do dominio DOF. Elaborado a partir dos 15 genes encontrados em E. uniflora. Os
residuos de cisteina (C) e triptofano (W), caracteristicos do dominio DOF estdo destacados em
laranja. Residuos &cidos estdo em tom azul escuro, residuos basicos estdo em azul claro e todos os
outros residuos estdo em tom azul.
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4.2 Analise filogenética

A andlise filogenética dos genes DOF foi realizada a partir do alinhamento de
um total de 202 sequéncias, incluindo 17 sequéncias identificadas em E. uniflora, 36
sequéncias de Arabidopsis thaliana, 26 sequéncias de Eucaliptus grandis, 30
sequéncias de Oryza sativa, 46 sequéncias de Populus trichocarpa e 47 de Zea
mays. Dentre todos 0os genomas analisados e incluidos nessa analise, apenas o de
Populus trichocarpa e Zea mays proporcionaram sequéncias ainda nao
caracterizadas em estudos prévios, totalizando 6 sequéncias ndo caracterizadas
filogeneticamente (1 em Z. mays, GRMZM6G787651, e 5 em P. trichocarpa,
Potri.004G046600, Potri.010G204800, Potri.005G188900, Potri.011G054400 e
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Potri.007G116600). O pseudogene DOF1.9 de Arabidopsis thaliana né&o foi
recuperado pelo fato de possuir um cédon de parada no meio da sua sequéncia,
impedindo a identificacdo pela andlise HMMER. A partir da construcdo das arvores
filogenéticas de aminoacidos (Figura 4) e de nucleotideos (Figura 5), observamos
que, em geral, a arvore de nucleotideos obteve uma divisdo clara entre
monocotiledéneas e eudicotileddneas, enquanto a arvore de aminoacidos obteve
uma distribuicdo mais homogénea das sequéncias de cada espécie. Esse fato é
explicado pelas substituicdes silenciosas que se acumularam ao longo do tempo
desde a divergéncia das espécies, enquanto a pressdo seletiva atuava na
manutengdo do dominio DOF e, possivelmente, a funcéo de suas sequéncias. A luz
desse achado, se confirma que a arvore de aminoacidos € a mais adequada para
estudos de relacdo funcional, enquanto a de nucleotideos é a mais adequada para
estudos de relacdo evolutiva entre sequéncias DOF. A &rvore de nucleotideos
apresenta valores de probabilidade posterior maiores de seus ramos quando

comparada a arvore de aminoacidos, visto que possui apenas quatro caracteres.
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Figura 4. Arvore filogenética de aminoacidos dos genes DOF construida segundo a metodologia
bayesiana e o modelo evolutivo JTT, considerando heterogeneidade de substituicdes dentro das
sequéncias (JTT+G). Barras coloridas delimitam os grupos conservados entre as sequéncias DOF. A
linha pontilhada representa sequéncias ndo agrupadas. A espessura dos ramos esta correlacionada

com o valor da probabilidade posterior de acordo com a legenda.
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Figura 5. Arvore filogenética de nucleotideos dos genes DOF construida segundo a metodologia
bayesiana e o modelo evolutivo GTR, considerando sitios invariaveis e heterogeneidade de
substituicbes dentro das sequencias (GTR+I+G). Barras coloridas delimitam os grupos conservados
entre as sequencias DOF. A linha pontilhada representa sequéncias ndo agrupadas. Barras coradas
de cinza claro representam sequéncias de espécies monocotiledéneas, enquanto barras coradas de

cinza escuro representam sequéncias de espécies eudicotiledoneas. A espessura dos ramos esta
correlacionada com o valor da probabilidade posterior de acordo com a legenda.
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Por serem da mesma familia, as sequéncias de pitangueira sempre se
agrupam com pelo menos uma sequéncia de eucalipto, fato que também é
observado pelo agrupamento das sequéncias de milho e arroz, pertencentes a
familia Poaceae. Baseado nisso, seria plausivel dizer que as sequéncias nédo
agrupadas de eucalipto provavelmente possuem seus ortdlogos em pitangueira,
totalizando 9 outras sequéncias, entretanto, ndo foram recuperadas pelo fato deste
estudo utilizar o transcritoma de folhas de E. uniflora e os genes néao identificados
podem ndo ser expressos neste tecido. Devemos lembrar também dos outros 2
genes de pitangueira que foram retirados da analise por estarem com o dominio
incompleto. Quanto aos genes de P. trichocarpa, todos aparentam estar agrupados
com pelo menos outro paradlogo em ambas as arvores, devido ao seu evento de

poliploidia recente.

A partir da construgcdo da arvore filogenética de aminoacidos (Figura 4), 11
grupos distintos foram identificados. Grande parte dos grupos possui, em média, 7
sequéncias, mas alguns apresentam numeros acima de 25. O maior grupo de todos,
com 30 sequéncias, Grupo 2.1 se manteve presente em ambas as arvores com 0S
mesmos integrantes e com uma probabilidade posterior de 0,88 na arvore de
aminoacidos e 1 na arvore de nucleotideos. A diferenca presente entre as arvores €
a clara divisdo entre monocotiledoneas e eudicotileddneas que ocorreu dentro do
Grupo 2.1 na arvore de nucleotideos, sugerindo que, apesar de sua conservacgao,
ainda ha uma variacdo consideravel para discernir os dois grupos. Previamente
agrupadas com as sequéncias CDFs do Grupo 2.1 (WEN et al, 2016;
YANAGISAWA, 2002), os genes CDF4 e COG1 mostram-se agrupados e isolados
desse grupo, portanto caracterizam um novo clado, aqui nomeado de Grupo 2.2. Os
Grupos 2.1 e 2.2 possuem um outgroup, nomeado de Grupo 2.3, constituido apenas
de sequéncias de monocotiledéneas, com uma probabilidade posterior alta na arvore
de nucleotideos e aminoacidos. Como nao ha sequéncias de monocotiledéneas no
Grupo 2.2, poderiamos considerar que o Grupo 2.3 representa um agrupamento de
genes correspondentes, entretanto, nenhum dos genes do Grupo 2.3 foi
caracterizado. Uma observacdo sobre o Grupo 2.1 e Grupo 2.2 € que suas
sequéncias representantes possuem metioninas conservadas nas posi¢coes 13 e 45
do dominio DOF, o que pode contribuir para 0 seu agrupamento na arvore de

nucleotideos. Isso poderia explicar porque o Grupo 2.1 foi o Unico grupo que se
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conservou nas duas arvores. Por mais interessante que seja essa caracteristica,
ainda nédo é possivel dizer com certeza se a influéncia das metioninas conservadas
contribuiu para o seu agrupamento, ja que ha apenas um cédon correspondente a
metionina, ou se 0 Grupo 2.1 e 2.2 sdo uma das divisdes mais antigas dentre as
sequéncias dos fatores de transcricdo DOF. O Grupo 2.3, entretanto, ndo possui
residuos de metionina conservados e provavelmente por isso ficou representado
como outgroup. Quatro sequéncias de E. uniflora estdo presentes nesses grupos:
920579, 922699 e g3653 no Grupo 2.1 e g22140 no Grupo 2.2. Consequentemente,
podemos supor que elas fazem parte de processos fisiolégicos como o florescimento
e desenvolvimento da plantula respectivamente. Os genes g20579 e g22699 estédo
agrupados perto das sequéncias CDF de A. thaliana, indicando uma funcdo na
regulacdo de genes relacionados ao florescimento. O gene g3653 esta fortemente
agrupado com o gene OsDOF4, o qual ja foi caracterizado funcionalmente como
atuante no processo de florescimento (WU et al., 2017a). Por ultimo, o gene g22140
esta agrupado com o gene COG1, indicando uma possivel fungcdo como transdutor
de sinais externos mediados por fitocromo e a conversdo desses sinais para o
desenvolvimento da planta.

Outro grupo que se manteve em ambas as arvores é o Grupo 4.0,
representado apenas por sequéncias de Zea mays e Oryza sativa. Dentre as
sequéncias presentes no grupo, apenas OsDOF18 e OsDOF30 estédo
caracterizadas. Mutantes para OsDOF18 mostraram uma subexpressdo de
transportadores de amodnia, uma das principais fontes de nitrogénio inorganico para
a planta, assim como uma prorrogacao da senescéncia foliar e inibicdo da sintese
de acido jasménico (SHIM et al., 2019; WU et al., 2017b). Tais caracteristicas
sugerem que esse gene possa estar envolvido na remobilizacdo e absorcdo de
nutrientes, como nitrogénio, em resposta a estresses externos mediados pela via de
acido jasmonico, sejam eles abioticos ou bidticos, entretanto mais estudos precisam
ser realizados para a devida caracterizagao de sua funcao. Por sua vez, ensaios de
mono hibrido e EMSA mostraram interacdo entre OsDOF30 e a regido promotora de
Piruvato Ortofosfato Diquinase (C4PPDK), gene codificador da enzima responsavel
pela conversao de piruvato para fosfoenolpiruvato, etapa essencial da fotossintese
de plantas C4 (ZHANG et al., 2015). Mesmo tendo sequéncias caracterizadas, ainda
ndo é certo o que se pode especular quanto a fungdo em comum das sequéncias

presentes nesse grupo, assim como a especificidade do grupo em possuir apenas
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espécies monocotileddneas ou se falta representatividade de espécies
eudicotiledéneas na arvore.

Uma tendéncia de estudos prévios € a nomenclatura do agrupamento das
sequéncias AthDOF4.2, AthDOF4.3, AthDOF4.4 e AthDOF4.5 como Grupo | ou C3
em suas arvores (WEN et al., 2016; YANAGISAWA, 2002); esse agrupamento nao
apresenta nenhuma outra espécie agrupada e possivelmente suporta o fato
observado anteriormente da falta de espécies eudicotiledbneas na arvore,
principalmente da familia das Brassicaceae. Claramente é originado de mudltiplos
eventos de duplicacéo, possivelmente apos a divergéncia das Brassicales. Pelo fato
de ndo estarem agrupadas com outra espécie, ndo ha provas que ndo sao
especificas apenas de A. thaliana e, portanto, ndo foram consideradas como um
grupo funcional conservado das sequéncias DOF. Ambas as arvores suportam que
esse grupo € isolado e ndo possui nenhuma outra sequéncia representante, o que
indica que essas sequéncias evoluiram suas funcfes caracteristicas isoladamente
de outras espécies.

Os grupos restantes ndo foram mantidos em ambas as arvores, tendo uma
clara divisdo entre sequéncias de monocotiledbneas e eudicotiledoneas, mas
mantendo as sequéncias agrupadas dentro dessas divisdes. Um deles é o Grupo
3.2, que ndo possui nenhuma sequéncia caracterizada, assim como nenhuma
sequéncia de E. uniflora, apenas de E. grandis, e consequentemente nao € possivel
afirmar muito sobre. Entretanto ele possui o gene OsDOF23 como outgroup, ja
descrito como regulador de genes envolvidos na estocagem de nutrientes na
semente (YAMAMOTO et al., 2006). Sequencialmente mais préximo a ele esta o
Grupo 3.1, agrupando os genes AthDOF1.8, DAG2, DAG1, AthDOF4.1 (ITD1),
AthDOF4.6, tendo apenas trés genes estudados. Isso nos informa que os dois genes
atuam de maneiras semelhantes, porém com fungcbes contrastantes. Quanto ao
gene ITD1, ndo se sabe qual a sua fungdo, mas seu padrédo de expressdo mostra
localizacdo nas células do cértex e endoderme da raiz (CHEN et al., 2013). Além
disso, ele apresenta um dominio de trafego intercelular com sobreposicdo ao
dominio DOF, permitindo a sua dispersao da regido de expressao para tecidos
proximos por difusdo via plasmodesmos, caracteristica fundamental para a atuacao
de alguns genes DOF envolvidos com o desenvolvimento de tecidos vasculares
(MIYASHIMA et al., 2019). Quatro genes de E. uniflora estdo presentes no Grupo
3.1, sendo eles: g11471, g38411, g17107 e g36695. Os genes g11471 e g38411
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foram provavelmente originados de um evento de duplicacdo, assim como seus
ortélogos em E. grandis, evento que € corroborado tanto pela arvore de nucleotideos
gquanto a de aminoacidos, sugerindo duplicacdo antes da divergéncia das duas
espécies, assim como semelhanca de funcdo entre os quatro genes. Dentro do
Grupo 3.1, ndo podemos discernir com qual outra sequéncia caracterizada eles
estdo agrupados, portanto torna-se dificil inferir exatamente as suas fungbes. O
mesmo vale para o gene g17107, que estd agrupado a AthDOF1.8 e AthDOF4.6,
genes ainda ndo caracterizados. Um fator importante é reconhecer que a
probabilidade posterior relacionada ao ramo de ITD1 e g36695 ndo possui uma
grandeza relevante, podendo indicar que g36695 seria ortélogo de DAG1 e DAGZ2.
Em seguida, o Grupo 7.0 ndo possui nenhuma sequéncia de E. uniflora, entretanto,
possui um gene de E. grandis, o que poderia ser indicio da presenca de um gene de
pitangueira ortélogo ao de eucalipto que ndo foi recuperado no transcritoma
disponivel. Dentro do grupo esta presente o gene HCA2 de A. thaliana, indicando
gue os genes relacionados poderiam atuar nas etapas de desenvolvimento do
cambio vascular. O grupo 5.0 apresenta, novamente, apenas uma sequéncia de E.
grandis e, pela presenca de SCAPL, possivelmente faz referéncia a genes atuantes
na maturacao e manutencéo da atividade de estdmatos. O Grupo 9.0 possui apenas
0 gene 922988 de E. uniflora, sem outros genes previamente descritos. O Grupo 8.0
possui apenas o gene g41142 de E. uniflora, sem outros genes previamente
descritos. Nao ha presenca de nenhuma sequéncia de A. thaliana, podendo indicar
que houve uma perda durante a histéria evolutiva da espécie, entretanto ndo é
possivel definir em qual momento isso ocorreu. Por ndo ter sido caracterizado
filogeneticamente, é possivel que o pseudogene AthDOF1.9, de A. thaliana, esteja
agrupado ao Grupo 8.0, tornando aquisicdo de mutacbes nonsense o evento de
perda.

O ultimo Grupo presente na arvore € o Grupo 6.0, que ndo possui sequéncia
de E. uniflora nem de E. grandis. Semelhante ao Grupo 8.0, isso pode ter ocorrido
pela pseudogenizacdo de sequéncias DOF ou perda de material genético pelos
membros da familia Myrtaceae, sendo necessaria a busca em bancos de dados
gendmicos para a elucidacao desse questionamento. Presente no Grupo 6.0 esta o
gene OBP4. A auséncia de genes ortélogos a OBP4 é interessante do ponto de vista

da familia Myrtaceae, pois permitiria a expansdo da raiz em busca de agua em
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maiores profundidades, como no caso do eucalipto, e suporte a condi¢cbes
estressantes, como a adaptacéo da pitangueira ao solo da restinga.

Cinco genes de E. uniflora ndo fazem parte de grupos funcionalmente
conservados. Dois genes, g27855 e g42095, agruparam-se apenas com Seus
ortélogos em eucalipto, EucgrD0065212 e EucgrD0060717 respectivamente, e dois
outros genes de P. trichocarpa. O gene g25930 possui certa semelhanca com
AthDOF2.1, gene regulador do desenvolvimento primario da raiz. O gene g25930
provavelmente atua em uma maneira semelhante em E. uniflora, sendo dependente
tanto dos niveis de auxina como de citocinina para atuacdo. O gene 32847
agrupou-se apenas com seu ortélogo em eucalipto, ndo possuindo nenhum suporte
em seus outros agrupamentos. Por ultimo, g10632 possui certa semelhanga com 0s
genes ADOF1 e ADOF2, responsivos a temperaturas baixas (CARVALLO et al.,
2011). Por mais que seu mecanismo de atuacdo nao foi elucidado, g10632 poderia
ser um gene candidato a estudos de aclimatacdo em baixas temperaturas.

Ha ainda grupos suportados na arvore de nucleotideos que estdo agrupados
na arvore de aminoacidos, entretanto com uma probabilidade posterior muito baixa,
como o grupo do gene g32847, indicando que seu tempo de divergéncia ndo é
grande o suficiente para apagar a similaridade entre as sequéncias de aminoécidos,
Ou que sua taxa de mutacdo € muito lenta. O seu agrupamento € resultado de uma
histéria evolutiva comum, ao invés de uma semelhanca funcional. Possivelmente
representam sequéncias sobre uma pressdo de selecdo relaxada quando

comparadas a outros clados.

4.3 Andlise de motivos conservados e dominios transmembrana

A fim de entender melhor como é conservada a funcéo dos genes DOF de E.
uniflora, foi realizada uma analise de motivos conservados no programa MEME. Um
total de quinze motivos foram buscados nas sequéncias fornecidas. Um resumo das
informacgdes de cada motivo esta presente na Figura 6. Os motivos estdo ordenados
de acordo a estatistica de e-value, tendo o motivo 15 a menor probabilidade. Todos
apresentam relevancia estatistica, com o motivo 15 possuindo um e-value de 1E-80.
O menor motivo € o #13, apresentando o parametro minimo de 10 residuos de

aminoacidos, enquanto o maior motivo € o #1, representando parte do dominio DOF
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e possuindo 53 residuos de aminoacido. Em geral, os motivos recuperados
apresentam um comprimento médio de 20 aminoacidos.

A estrutura das sequéncias recuperadas de E. uniflora e seus motivos esta
representada na Figura 7. Todas apresentam o dominio DOF em vermelho, tal como
0 motivo #2 em ciano. Estudos prévios caracterizaram os residuos 6 a 10 do motivo
#2 como participantes a um sinal de localizagéo nuclear bipartido em genes DOF,
composto pela regido B1, residuos 32 a 36, e B2, residuos 54 a 59 do dominio DOF,
pertencente ao motivo #2 (KREBS; MUELLER-ROEBER; RUZICIC, 2009). Nao é
possivel afirmar que o motivo #2 seja um motivo a parte e autbnomo, ou se é
artefato do algoritmo, afinal ele é uma continuacdo do dominio DOF. Outra
caracteristica interessante do motivo #2 € a presenca de varios residuos de serina
em sequéncia, indicando uma possivel regido de fosforilacdo. Pela sua proximidade
a regido B2, poderiamos questionar se esse sitio de fosforilagdo atuaria como um
interruptor da localizacdo nuclear das proteinas DOF, permitindo a sua difusdo via

plasmodesmos e regulacdo da expressdo génica de maneira célula ndo-autbnoma.
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Figura 6. Identificac8o dos motivos conservados nas sequéncias DOF.
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Todos 0s motivos seguintes ao motivo #2 estdao presentes em apenas
algumas das sequéncias e ha um claro perfil de motivos entre grupos funcionais
(Figura 5). O Grupo 2.1 possui, além do dominio DOF e o motivo #2, os motivos #3,
#4, #5, #6, #7, #9 e #11, mostrando uma clara conservacdo de funcionalidade.
Estudos prévios ja caracterizaram os motivos #3 e #9 como motivos de ligagdo a
FKF1 e GI respectivamente (LUCAS-REINA et al., 2015). O gene 22140,
pertencente ao Grupo 2.1, também possui 0 motivo #5, revelando uma possivel
funcdo em comum com os genes do Grupo 2.1. Além dos motivos #3 e #9, 0s outros
motivos ndo tém suas func¢des elucidadas, indicando possiveis interagfes a serem
descobertas. O gene g3653 é o Unico que apresenta o motivo #11 dentro do Grupo
2.1, sugerindo uma atuacdo diferente de seus homoélogos e diversificacdo para
interacdo com outras proteinas. Todos 0s genes pertencentes ao Grupo 3.1
possuem o motivo #10, sendo o gene g11471 o Unico que hao posSsui 0S motivos
#12 e #14. O gene g17107 é o Unico dentre todos 0s outros que apresenta o motivo
#15, assim como um motivo repetido, entretanto com um e-value maior. Os genes
942095 e g25930 sdo os genes mais préximos agrupados aos genes do Grupo 3.1.
A sua ancestralidade funcional em relagdo aos genes do Grupo 3.1 mostra-se
evidente na &rvore filogenética, assim como na analise de seus motivos
conservados. A presenca de sequéncias semelhantes aos motivos #10 e #12, em
942095 e g25930 respectivamente, traz a possibilidade de motivos sobre selegéo
neutra e adquirindo mutacdes nao sinbnimas. Os genes restantes sdo pobres em
motivos C-terminais e possuem um ou dois motivos na sua por¢ao N-terminal. Os
genes g27855 e g41142 apresentam motivos com maiores valores de e-value e
poderiam apresentar mais caso o0 numero limite de motivos fosse aumentado. O
gene g32847 é o Unico que apresenta o motivo #8. Os genes g10632 e g22988 ndo
possuem outro motivo além do dominio DOF e motivo #2, possivelmente por erros

na montagem do transcritoma.
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Figura 7. Representacdo dos motivos nas sequéncias DOF de Eugenia uniflora. As sequéncias
estao organizadas de acordo com a sua disposi¢do na arvore filogenética de aminoacidos (Figura 1),
entretanto o comprimento dos ramos é apenas ilustrativo, desproporcionais ao tempo de divergéncia.
Barras coloridas representam a quais grupos funcionais cada gene pertence. Linhas pretas indicam
regides ndo conservadas entre as sequéncias, enquanto caixas coloridas representam motivos
conservados de acordo com a Tabela 2. Caixas finas representam motivos com e-value entre 1e-10 e
a linha de corte de 1e-5. A régua embaixo representa o comprimento da sequéncia em residuos de
aminoécidos.

Quanto a predicdo de dominios transmembrana, ndo houve nenhum resultado
positivo, indicando que as proteinas podem estar dispersas, seja no citoplasma ou
no nucleo.

4.4 Andlise de Pressao Seletiva

Diferentes forcas de selecdo podem atuar sobre uma mesma sequéncia.
Quando estamos falando de dominios, a principal forgca atuante é a selegédo
purificadora, a fim de conservar e manter a funcionalidade do dominio. Mesmo
assim, € esperado que haja diversificacdo da sequéncia e a possibilidade de outras
forcas de selecdo atuarem no seu lugar a partir disso. Com o proposito de avaliar as

forcas de selecdo atuantes no dominio DOF, uma analise de pressao seletiva foi
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realizada no programa CodeML do pacote de programas PamL. A partir da arvore de
aminoacidos, e sequéncia de nucleotideos, cada valor de InL, para todos os modelos
comparados, foi calculado (Tabela 3). Os modelos M2 e M3 foram aceitos enquanto
as hipoteses nulas dos modelos M1 e MO foram rejeitadas, sendo M7 a Unica
hipétese nula aceita. Ao aceitar M2, estamos supondo que h& pressdo seletiva
atuando no dominio e ao conferir os valores de w, todas as sequéncias
apresentaram w<1, caracterizando a selecdo como purificadora. No caso de M3,
supomos que a variacao de substituicdes dos sitios presentes no dominio DOF néo
€ homogénea, com cddons exibindo maiores padrdes de variacdo que outros, caso
também observado na figura do logo do dominio DOF (Figura 3). Por udltimo, a
aceitacdo do modelo M7 representa que ndo ha selecéo positiva atuando no dominio
DOF. Em conclusdo o dominio DOF esta sob selecdo purificadora atuando de
maneira heterogénea em sua sequéncia, preservando os aminoacidos responsaveis

pela sua fungéo.

Tabela 3. Resultado do software CodeML.

Model InL Comparison [LRT]|
M1 -13744.20171 M1 x M2 80.96062
M2 -13784.68202 p-value << 10E-3
MO -13736.94726 MO x M3 1357.93976
M3 -13057.97738 p-value << 10E-3
M7 -13032.45612 M7 x M8 0.0012
M8 -13032.45672 p-value > 0.90

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, os genes DOF apresentam varios grupos funcionais
conservados, tanto em espécies de eudicotiledbneas como monocotiledéneas.
Embora o seu tempo de divergéncia seja grande, a constante atuacao de forcas de
pressdo purificadora atuantes no dominio DOF permitiram o agrupamento de
proteinas DOF de ambos os grupos em clados funcionalmente conservados. Em
contraste, o acumulo de mutacdes sinbnimas é evidente quando realizada uma

analise filogenética pela sequéncia nucleotidica dos genes, mostrando uma historia
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evolutiva muito mais complexa. Dentre os grupos identificados, hd a presenca de
sequéncias conservadas atuantes em processos distintos, como florescimento,
desenvolvimento, germinacdo, formacdo de tecidos vasculares, fotorespostas,

formacao estomatal, entre outros.

A construcdo de uma arvore filogenética é uma excelente estratégia para a
uma caracterizacdo inicial de sequéncias previamente desconhecidas. Entre os 17
genes DOF identificados no transcritoma de E. uniflora, 10 foram agrupados aos
grupos funcionais descritos anteriormente. A presenca de sequéncias nao
agrupadas mostra uma grande diversidade de possiveis fungbes ainda néo
descobertas e em constante evolu¢cdo. Mesmo assim, foi possivel a identificacdo de
motivos conservados em quase todas as sequéncias, sendo muitos deles para

interacdes proteina-proteina, essenciais para a sua atuacao.

A repeticdo dos experimentos filogenéticos envolvendo tanto as sequéncias
de nucleotideos quanto as de aminoacidos é uma perspectiva para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos. A identificacdo de motivos conservados
utilizando apenas grupos funcionais pode vir a ser uma perspectiva a fim de
identificar regides conservadas e importantes para a atuacao de grupos especificos.
Com o final da anotacdo do genoma de E. uniflora, sua sequéncia gendmica poderia
ser utilizada para uma varredura e identificacdo de novas sequéncias DOF
previamente ndo caracterizadas, assim como analise de suas estruturas génicas.
Entre as sequéncias identificadas nesse estudo, experimentos funcionais seréo
importantes para a confirmacdo e correta caracterizacdo dos dados obtidos, como
analise fenotipica de mutantes, expressao tecidual, assim como testes de

complementacao fenotipica com genes de E. uniflora em plantas de A. thaliana.
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