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RESUMO

A evolucao dos caracteres dos frutos nas angiospermas € um importante fator de
diversificagdo. A cor das frutas atua como um sinal para os dispersores de
sementes e muitas espécies de plantas diversificam seus frutos devido a selegao
natural mutua, como reflexo da coevolugao destes agentes, e com isso se adaptam
e alcangam novos ambientes. Embora as novidades morfologicas nos frutos, como
a cor, sejam conhecidas por desempenhar um papel essencial na dispersao das
sementes, os mecanismos ambientais e genéticos que influenciam a evolugao
desse carater na natureza ainda sédo pouco compreendidos. As regides neotropicais
sdo reconhecidas por possuirem uma grande biodiversidade, abrigando uma
variedade de espécies com distintos tipos e cores de frutos. A familia Myrtaceae,
por exemplo, € uma das familias mais ricas nos Neotrépicos e apresenta grande
variagao na cor dos frutos de suas espécies. Psidium cattleyanum Sabine L. € uma
espécie de Myrtaceae ecoldgica e economicamente importante que apresenta uma
caracteristica peculiar: a presenca de populagdes de plantas com frutos amarelos
e populagbes com frutos vermelhos. Esses dois grupos morfolégicos nao
receberam status taxonédmico e sao relatados em alguns estudos como morfotipos.
Hipotetizamos que a variagado na cor dos frutos tenha evoluido como resultado da
adaptacao, promovendo diversificacdo nesta espécie. No presente estudo, o
principal objetivo foi investigar as bases moleculares e evolutivas que
proporcionaram a diferenga na cor dos frutos de P. cattleyanum, através do uso de
abordagens de gendmica e transcriptdbmica comparativa. Dados de RNA-Seq de
folhas, frutos ndo maduros e maduros nos permitiram fornecer informacdes acerca
da atividade transcricional durante o amadurecimento dos frutos nestes dois
morfotipos. Os dados genémicos foram um importante avango para a compreensao
destas vias, além da obtencdo do que aparentemente sejam os primeiros dados
gendmicos para esta espeécie. Dados preliminares da montagem dos genomas
indicam que sao semelhantes, gerando perspectivas para investigacao do perfil da
maquinaria génica envolvida em diferentes processos que podem ser
correlacionados quanto a diferenca na cor dos frutos desta espécie. Nossos dados
e analises nos permitiram identificar potenciais genes envolvidos na biossintese de

pigmentos que foram regulados diferentemente durante o amadurecimento de



frutos em frutos vermelhos e amarelos, revelandoquestdes promissores para a
compreensao das vias envolvidas na maturacdo e coloragdo de frutos de P.
cattleyanum e serve como um recurso valioso para o entendimento das bases
genéticas da evolucao das cores dos frutos, diregao da evolugao da cor dos frutos
na diversificagcao de linhagens / espécies em regides de biodiversidade como os
Neotrépicos.



ABSTRACT

The evolution of fruit characters in angiosperms is an important factor of
diversification. Fruit color acts as a signal to seed dispersers and many plant species
have diversified their fruits to adapt to seed dispersal and reach new environments.
Although morphological novelties in fruits, such as color, are known to play an
essential role in seed dispersal, the environmental and genetic mechanisms that
influence the evolution of this character in nature are still poorly understood. The
neotropical regions are recognized for their great biodiversity, sheltering a variety of
species with different types and colors of fruits. The Myrtaceae family, for example,
is one of the richest families in the Neotropics and has great variation in the color of
the fruits of its species. Psidium cattleyanum Sabine L. is an ecologically and
economically important Myrtaceae species that has a peculiar feature: the presence
of yellow fruit and red fruit populations. These two morphological groups did not
receive taxonomic status and are reported in some studies as morphotypes. We
hypothesized that the variation in fruit color evolved as a result of adaptation,
promoting diversification in this species. In the present study, the main objective
was to investigate the molecular and evolutionary bases that provided the difference
in fruit color of P. caftleyanum, through the use of comparative genomics and
transcriptomics approaches. Transcriptomic data from leaves, green and ripe fruits
allowed us to provide information about transcriptional activity during fruit ripening
in these two morphotypes. Genomic data were a significant advance for the
understanding of these pathways, besides obtaining what are apparently the first
genomic data for this species. Preliminary data from genome assembly indicate that
they are similar about the metrics, generating perspectives to investigate the profile
of gene machinery involved in different processes that can be correlated as to the
difference in fruit colour of this species. Our genome and transcriptome data
allowed us to identify potential genes involved in differently regulated pigment
biosynthesis during fruit ripening in red and yellow fruits. This study reveals
promising data for understanding the pathways involved in fruit maturation and
coloring of P. cattleyanum and serves as a valuable resource for understanding the
genetic basis of fruit colour evolution, direction of fruit colour evolution in

diversification lineages / species in biodiversity regions such as the Neotropics.
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INTRODUCAO

1.1 Diversificagao e Evolugao dos frutos

A diversificagdo fisiolégica e morfolégica em plantas ocorre durante a
evolugdo como um resultado da adaptagcdo as mudancas em seu habitat (Wang et al.
2015). Embora a base tedrica dos processos evolutivos esteja associada a todos
organismos, as plantas possuem uma grande capacidade de se adaptar a paisagens
distintas que se sobrepdem a fronteiras de biomas, regides biogeograficas e
ecorregides. Assim, as plantas sdo organismos amplamente utilizados em estudos
sobre 0s mecanismos evolutivos de adaptagdo, pois respondem as diversas

mudancas climaticas e ambientais, sejam essas por acdes antrépicas ou nao.

Ainda que sésseis, as plantas atuam de diferentes formas para enfrentar os
desafios de transcender o tempo e espaco, seja através de novidades estruturais ou
envolvidas em crescimento direcional (Raven et al. 1996; Esmon et al. 2005). Nas
Angiospermas, além da marcante inovagao das flores e a coevolugdo com animais, a
origem dos frutos também é um exemplo de adaptacao evolutiva que possibilitou a
sobrevivéncia e distribuicao da progénie das espécies (Raven et al. 1996; Wang et al.
2015). Estes fatores associados, foram fundamentais para diversificagao deste grupo
(Dilcher 2000; Lunau 2004). Além disso, também devem ser consideradas radiagdes

evolutivas em cada um desses fatores (Wang et al. 2015).

O surgimento de novidades morfolégicas ou estruturas especificas
associadas aos frutos € muitas vezes determinada pela coevolugdo com seus
dispersores (Ridley 1930; Snow 1971) que, atraidos por suas preferéncias ou
necessidades, desempenham um papel essencial na dispersdao das sementes. A
mudang¢a no tamanho dos frutos associados a radiagdo de aves e roedores foi
observada por Tiffney, (1984), corroborando com a literatura da época, quanto a
hipétese de que o modo de dispersédo das plantas pode interferir na morfologia dos
seus frutos e sementes, da mesma forma que se apresentam seus dispersores (Ridley
1930). Em 1995, Jordano conduziu um estudo em que sugere que o tamanho dos
frutos das angiospermas seria associado ao tipo de dispersor, mas indica que outras
associacgdes ainda precisam ser muito mais exploraras dentro de cada familia tendo
como foco o entendimento do mutualismo planta — semente — dispersor. Nesse

sentido a diversidade de cores e sabores dos frutos maduros, sdo caracteristicas
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marcantes que atraem animais que se alimentam destes frutos e auxiliam na
dispersdo das sementes e que também precisam ser exploradas. Por isso, as
variagdes na cor e no sabor dos frutos sao caracteristicas que tem crescente
diversificagao. Muito tem se explorado acerca da mudancga na coloragao dos frutos de
diversas espécies (Cecchi and Rodriguez-Amaya 1981; Sun et al. 2007; Bovy et al.
2007; Lightbourn et al. 2008; Kimura and Sinha 2008; Lopes et al. 2012; Schweiggert
et al. 2016), normalmente conduzidas a partir de espécies modelo ou com interesse
econdbmico como caju, pimentdo, tomate, etc . Entretanto, estes complexos
mecanismos de desenvolvimento, coloragdo e amadurecimento dos frutos ainda séo
pouco explorados em estudos que utilizam espécies ndo modelo ou em populacdes
naturais (Teyssier et al. 2015), entendimento necessario para total compreensao

destes processos.

Investigar como esses processos evoluem através do tempo e do espago é
um tema central da biologia evolutiva. Inclusive, era uma preocupagao evidenciada
por Darwin em 1879, em uma de suas frases épicas escrita em carta trocadas com
Joseph Hooker, ele cita: “The rapid development as far as we can judge of all the
higher plants within recent geological times is an abominable mystery.” (Darwin et al.
1903). Atualmente, o “mistério abominavel” de Darwin ainda é objeto de investigagao
e pesquisa, enriquecendo discussdes a luz da evolugao através do tempo e da

utilizagao da tecnologia disponivel (Herendeen et al. 2017; Simonin and Roddy 2018).

Os frutos sdo estruturas provenientes do amadurecimento do ovario e
estruturas associadas a ele. O 6vulo se desenvolve em sementes que, quando
maduras, serdo expostas pelo fruto, garantindo o ciclo reprodutivo da planta (Raven
et al. 1996). Assim, sdo caracterizados trés tipos basicos de frutos: 1) simples 2)
agregados 3) multiplos. Os frutos simples séo os que apresentam maior diversidade
e podem ser divididos entre frutos carnosos (drupas, bagas e pomos) e secos

(capsulas, nozes, vagens, etc)

Assim como a forma e o tamanho, a cor do fruto em plantas exerce um papel
essencial sendo um dos tragos mais marcantes envolvidos na detecgdo por seus
dispersores de sementes (Knight and Siegfried 1983). As cores dos frutos carnosos
geralmente sao brilhantes e variadas, ao contrario das cores menos atrativas de frutos

secos (Kerner von Marilaun 1895; Ridley 1930). Os dispersores apresentam diferentes
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sistemas visuais, podendo perceber de forma distinta as cores dos frutos. Cores
vermelhas e pretas sido frequentemente relacionadas com a sindrome de disperséao
por aves, com base no pressuposto de que a sua abundancia € uma consequéncia de
uma preferéncia global por aves para essas cores (Schaefer et al. 2007). Embora o
significado adaptativo da cor dos frutos que sédo dispersos por vertebrados tem sido
estudado ha mais de 150 anos (Darwin 1859) e mesmo que alguns trabalhos abordem
questdes de coevolugao (Eriksson 2016) entre relagdes entre plantas e dispersores
(Knight and Siegfried 1983; Herrera 2013), ainda ha muito a ser entendido sobre os
processos ecoldgicos e evolutivos responsaveis pela diversidade da cor dos frutos.
Dessa forma, espécies que aprestam variagdo na cor de seus frutos ao longo da sua
distribuicdo geografica podem fornecer informagdes valiosas para entender os
mecanismos evolutivos e ecologicos dessa variacdo, além de entender os

mecanismos através dos quais os animais tém influenciado na evolucéo desse traco.

A maior diversificacdo de cores de frutos € observada no hemisfério Sul,
principalmente nas regides tropicais e neotropicais (Sinnott-Armstrong et al. 2018). A
regiao Neotropical, por exemplo, que se entende do México até o limite Sul da América
do Sul, abriga uma grande diversidade de plantas, as quais apresentam variagcdo na
cor de seus frutos ao longo da distribuicdo. Essa regido esta inserida em uma
complexa zona geografica e climatica, conectando a América Central e América do
Sul através da Zona de Convergéncia Intertropical. Por sua vez, a América do Sul
também apresenta uma variedade de climas: tropical, subtropical e temperado,
representados nas porgdes equatorial, sul e extremo sudoeste, respectivamente
(Fittkau 1969; Wachowiak et al. 2009; Aragon et al. 2011). Caracterizada por
complexos perfis geomorfolégicos, contém particularidades biogeograficas, sendo
composta por diferentes biomas e ecorregides, o que torna o continente com maior
biodiversidade da Terra (Morrone 2004; Morrone 2006; Aragon et al. 2011). A regiao
tropical da América do Sul abriga uma vasta diversidade de plantas com diferentes
cores de frutos. Dentre essas espécies destacam-se as espécies da familia
Myrtaceae, que apresentam frutos com cores que variam do amarelo, laranja,
vermelho, azul e preto. Sendo justamente a variagdo das caracteristicas dos frutos e
seus dispersores os fatores chave para explorar efeitos da sindrome de disperséao, a
representatividade da familia Myrtaceae apresenta-se como um 6timo modelo para

este entendimento (Pizo 2002).
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1.2 A familia Myrtaceae e sua diversidade de frutos

A familia Myrtaceae € uma das familias de maior representatividade de
espécies em regides Neotropicais. Nestes ambientes, as espécies mostram uma
ampla gama de sistemas de polinizacdo e dispersao de sementes (Gressler et al.
2006) e uma variagao significativa na morfologia dos frutos (Landrum and Kawasaki
1997) que permitem que a especiagao seja examinada a partir da perspectiva de
sindromes de frutificacdo (Pizo 2002) e outras respostas a pressdo do nicho da
macrofauna. Para além da importancia ecolégica da disponibilidade dos frutos para
seus dispersores naturais, os frutos selvagens das espécies dessa familia também
sao utilizados para o consumo humano, pois sdo ricos em vitaminas, compostos
fenodlicos e antioxidantes, além de também serem utilizados na medicina popular por
suas propriedades medicinais (Pereira et al. 2012; Hanbali et al. 2013) Schmidt et al
2018) e de apresentarem grande potencial de exploragao econdmica (Bezerra, 2016,
Schmidt et al 2018).

O género Psidium L. € um dos géneros pertencentes a familia Myrtaceae que
apresenta aproximadamente 100 espécies (Landrum and Kawasaki 1997; Govaerts et
al. 2008; Tuler et al. 2019) e encontra-se distribuido desde o sul México, Caribe e
Brasil até o Uruguai e norte da Argentina, estendendo-se até as llhas Galapagos
(Landrum 2003). No Brasil ha registros em diferentes Biomas, tais como: Cerrado,
Caatinga, Mata Atlantica e Floresta Amazonica (Castro et al. 1999; Landrum 2003;
Costa 2009), sendo um dos géneros que apresenta maior abrangéncia geografica e
ecoldgica. De acordo com Costa (2009) a interagdo entre genétipos com diferentes
ambientes assume um papel fundamental na expressao fenotipica das espécies
desse género, causando grande plasticidade fenotipica, dificultando a identificagéo e

delimitagdo de suas espécies.

A espécie Psidium cattleyanum Sabine L., popularmente conhecida no Brasil
como araga ou aragazeiro, apresenta populacdes com diferentes cores de frutos, o
que a torna interessante para estudos sobre a coloracdo e pigmentacao de frutos.
Psidium cattleyanum é caracterizada pelo habito arbustivo ou arbéreo e é nativa na
Mata Atlantica, ocorrendo desde a Bahia até o nordeste do Uruguai (Figura 1) (Wikler

1999; Castro et al. 2004; Medina 2014). Facilmente se adapta a uma variedade de
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climas e tem sido cultivada em muitos paises com climas tropicais, como Havai e
muitas ilhas do Caribe (Biegelmeyer et al. 2011; Patel 2012), apresentando-se até

como invasoras em algumas regides.
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Figura 1 - Mapa mostrando distribuicdo atual de Psidium cattleyanum Sabine L.

Sabe-se que a poliploidia € um importante fator evolutivo em Myrtaceae
(Atchison 1947). O numero cromossOmico para o género é de 2n=22 (Robinson and
Decker-Walters 2011; Nakasone and Paull, 1998), mas em P. cattleyanum os citétipos
poliploides variam de 2n=44 a 2n=88 (da Costa Itayguara and Forni-Martins 2006;
Costa 2009; Medina 2014). Ja Machado (2016) descreve 9 citétipos que variam entre
2n=3x=33 e 2n=12x=132.
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Esta espécie apresenta grande importancia ecoldgica, pois exerce papel
fundamental na alimentagao de diversos animais, como aves, morcegos € macacos,
0s quais também agem como dispersores de sementes dessa espécie. Também
exerce um significante papel econdmico, pois possui propriedades bioldgicas
potencialmente importantes, como a presenca de grande quantidade de vitamina C
(326mg/ 100g da parte comestivel dos frutos), valor maior até mesmo do que a laranja
e o limao (Andersen and Andersen 1988). Os frutos também contém menos
carboidratos e calorias € maior teor de lipidios que a macga, um cultivar amplamente
consumido no América do Sul e no Mundo (Pereira et al. 2018). Sao fonte de
carotenoides e antocianinas, que além de propriedades antioxidantes também atuam
na pigmentagdo de frutos, sendo influenciados pelos estagios de maturagao
(Machado 2009). Além disso, a planta € amplamente usada na medicina popular para
o tratamento de varias doencgas (Menezes et al. 2010; Im et al. 2012; Alvarenga et al.
2013)

Os frutos de P. cattleyanum séao bagas globosas e apresentam diversidade
em sua coloragédo (Figura 2). Caracterizam-se por serem frutos piriformes, ovéides ou
achatados, coroados pelo calice, de consisténcia semelhante ao epicarpo. O epicarpo
€ amarelo ou vermelho e o endocarpo apresenta coloracdo amarelo-clara a branca ou
vermelha, clareando em diregdo ao centro (Sanchotene 1989). Como ja mencionado,
essa diversidade de coloragao dos frutos de P. cattleyanum pode ser encontrada em
diferentes populag¢des, com alguns individuos que possuem os frutos de cor amarela
e outros com frutos de cor vermelha. Entretanto, ndo existe nenhum estudo que
aborde essa variagao fenotipica na colocardao dos frutos de araga com enfoque
taxonémico ou de influéncia ambiental e adaptativa. Dessa forma, estudos evolutivos
nessa espécie podem ser de extrema relevancia tanto para a caracterizagdo da
diversidade genética e fenotipica em populag¢des naturais, como para o entendimento

sobre a evolugao da coloracao de frutos em plantas.

Na literatura atual, praticamente n&o sao encontrados trabalhos que tratam da
questao da coloragao dos frutos no género Psidium (Santos et al. 2014). Com isso,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares e sua regulagéo em rotas de sintese
da coloragao dos frutos de P. cattleyanum, inclusive que mecanismos adaptativos
podem estar envolvidos nesta diversidade de coloragéo. Desta forma, P. cattleyanum

€ um excelente modelo para entender quais sdo os mecanismos evolutivos envolvidos
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na coloragao dos frutos e qual a relacdo desses diferentes fenodtipos com aspectos

taxonbmicos e evolutivos da espécie.

o 1 Y
L5/ A \ 5 b
e \ A 'y

Figura 2. Frutos de Psidium cattleyanum Sabine L. mostrando a diversidade na
coloragao. (A) Araca amarelo (B) Araga vermelho.
Fonte: Arquivo pessoal

1.3 Mecanismos moleculares que determinam a cor dos frutos: sintese de

antocianinas

A cor dos frutos é determinada por diferentes propor¢des de pigmentos dos
tecidos, tais como os carotendides, clorofila, antocianinas e flavonoides (Liu et al.
2003; Nashilevitz et al. 2010; Kachanovsky et al. 2012). As antocianinas, metabdlitos
especializados da rota dos fenilpropandides e amplamente presentes nas espécies
vegetais, sdo um dos principais compostos responsaveis pela coloragéo dos frutos.
As antocianinas sao compostos polifendlicos glicosilados com uma gama de cores
que variam de laranja, vermelho e de roxo a azul em flores, sementes, frutas e tecidos
vegetativos (Tanaka and Ohmiya 2008). Como as antocianinas sao pigmentos
soluveis em agua, localizados principalmente nos vacuolos celulares, sua tonalidade,
uma propriedade de cor, € influenciada pelo ambiente intravacuolar. Dessa forma,
mais de 600 antocianinas ja foram identificadas na natureza (Smeriglio et al. 2016).
Nas plantas, as antocianinas mais comuns s&o as derivadas de seis antocianidinas
comuns: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (Kong
et al. 2003). Além de desempenharem um papel significativo na pigmentagcado dos
frutos, as antocianinas também possuem fungdes antioxidantes (Kelebek and Selli
2011; Hanbali et al. 2013) e antitumorais (Knekt et al. 1997; Kang et al. 2003) e

protegem as plantas contra varios estresses bidticos e abidticos (Chalker-Scott 1999;
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Ahmed et al. 2014). O acumulo e a alocag&o de antocianinas nos tecidos sdo regidos
por complexas vias metabodlicas que sdo reguladas por condigoes genéticas e
ambientais; além de fortemente correlacionadas com a expressdo de genes

estruturais e reguladores (Jaakola 2013).

A rota biossintética das antocianinas € comum a rota dos flavonoides, que é
bem compreendida e conservada nas plantas com sementes. Foi proposto que as
enzimas biossintética formam um complexo molecular (metaboloma) via interagao
proteina-proteina e estdo ancoradas na membrana do reticulo endoplasmatico (ER)
(Winkel 2004; Grotewold 2006). As enzimas que participam da rota biossintética dos
flavonoides pertencem a varias familias de enzimas, como dioxigenases dependentes
de 2-oxoglutarato (OGD), citocromos P450 (P450) e glicosiltransferases (GT), o que
sugere que as plantas recrutaram essas enzimas a partir de vias metabdlicas pré-

existentes (Tanaka et al. 2008) (Figura 3).
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Figura 3 - Via da biositese de Antocianinas. Fenilalanina aménia-liase (PAL),
cinamato-4-hidroxilase (C4H), 4-coumaroyl CoA: ligase (4CL), chalcona sintase
(CHS), flavonol sintase (FLS), chalcone isomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase
(F3H), flavondide 3'-hidroxilase (F3'H), flavondide 3 ', 5'-hidroxilase (F3'5'H), di-
hidroflavonol 4-redutase (DFR), antocianidina sintase (ANS), flavonodide 3-O-
glucosiltransferase (UFGT) e flavonol sintase(FLS).

Fonte: A autora (2019)

A regulagcdo da transcricdo de genes estruturais desempenha um papel
importante na via biossintética das antocianinas (Wei et al. 2015). Sabe-se que os
genes da rota de flavondides séo induzidos coordenadamente e fatores de transcrigéo
que regulam diretamente a expressao dos genes estruturais da rota foram
identificados em varias espécies. A regulagao da rota ocorre pela interagao dos fatores
de transcricdo MYB R2R3 de ligagao ao DNA e das proteinas hélice-loop-hélice basica
do tipo MYC (bHLH) e proteinas de repeticao WD40 (Matus et al. 2008; Allan et al.
2008; Jaakola 2013). Portanto, as diferengas na coloragao dos frutos entre espécies,
podem ocorrer tanto pelas modificagdes nos genes estruturais, como pelas
modificacbes nos genes regulatérios proporcionando diferenga na expressao dos

genes estruturais.
1.4 Anadlises genémica e transcriptomica

Dados gendmicos baseados no sequenciamento de genomas e
transcriptomas tem possibilitado a descoberta de genes associados a caracteristicas
fenotipicas e ecolégicas que podem estar envolvidas com adaptagao e especiagao.
Também permitem a identificagcdo de marcadores moleculares em larga escala, como
os SNPs (Single Nucleotide Polimosrphisms), em populagdes naturais. O estudo de
transcriptomas possibilita também analises de transcritos especificos e a estimativa
da expressao génica em diferentes tecidos (Wei et al. 2015), além de que, mudangas
em perfis de expressao génica podem ser exploradas a fim de identificar associagao
a especiagao (Hegarty et al. 2008). Abordagens que utilizam transcriptédmica
comparativa e/ou analise de redes de coexpressdo sao capazes de identificar
potenciais genes envolvidos na regulagao génica, que podem estar relacionados com

caracteres morfolégicos ou adaptativas (Ichihashi et al. 2014). Estudos genémicos tem
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sido decisivos em resolugdes de grupos taxondmicos, contribuindo para o
entendimento de relagdes fisioldgicas a estruturas e fungbes génicas (Hummer and
Janick 2009). Juntos, esses dados estao fornecendo novas perspectivas nos estudos
de variagdo genética adaptativa e selegdo natural. Neste contexto, a utilizagdo de
NGS (Next Generation Sequence) € uma escolha econbmica para caracterizar
organismos ndo-modelo, sem um genoma de referéncia (Wang et al. 2009; Surget-

Groba and Montoya-Burgos 2010).

A analise de transcriptomas tem permitido o estudo e identificagdo de genes
estruturais e regulatérios da biossintese de antocianinas em diversas espécies, tais
como maga (Ma et al. 2019), péssego (Cao et al. 2018), jaboticaba (Zhang et al. 2018),
batata (Liu et al. 2015; Zhao et al. 2018). Em 2015, Liu e colaboradores compararam
principalmente cultivares de batatas brancas com cultivares de batatas roxas e
encontraram SNPs em importantes fatores de transcrigdo como MYB e bHLH1 e no
gene antocianidina 3-O-glucosiltransferase (UFGT), que teve um perfil de expressao
diferente entre as comparagdes das cultivares. Em 2018, Zhao e colaboradores
especularam sobre o envolvimento de 23 genes expressos diferencialmente e 24
fatores de transcricdo que estariam envolvidos na biossintese de antocianinas em
comparagdes entre mutantes de batata doce, dentre eles fenilalanina amdnia-liase
(PAL), cinnamato 4-hidroxilase (C4H), 4-cumarato-CoA ligase (4CL), chalcone
isomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase (F3H), leucoantocianidina dioxigenase /
antocianidina sintase (LDOX/ANS) e UFTG. Ja Zhang e colaboradores (2018)
conduziram um trabalho utilizando frutos de jaboticabas cultivadas que apresentavam
diferentes estagios de maturagdo, com coloragao verde e preta. Neste estudo, os
autores reforgcam a hipotese de o fator de transcricdo MYB regular positivamente a

biossintese de antocianinas.

Apesar das diferentes abordagens e esfor¢os para compreender a coloragao
dos frutos das angiospermas, esses estudos concentraram-se em cultivares ja
domesticadas e exploradas comercialmente. Nenhum estudo esclareceu
completamente como esses processos ocorrem em frutos provenientes de
populacdes naturais, e as condicoes e fatores envolvidos na maquinaria evolutiva
desses aspectos. A compreensao dos principios que regem essas forgas pode ajudar

a explicar questdes antigas e complexas acerca da variagcao da cor dos frutos, além
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do significado evolutivo em sua interacdo com seus dispersores, promovendo a

diversificagao de linhagens e coevolugao.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as bases moleculares e evolutivas da coloragao dos frutos de
plantas de araga (Psidium cattleyanum Sabine L., Myrtaceae) com frutos vermelhos e

frutos amarelos através de analises de gendmica e transcriptdmica comparativa.

2.2 Objetivos especificos

a) Sequenciar, montar e caracterizar o transcriptoma de individuos de P.
cattleyanum com frutos vermelhos e com frutos amarelos;

b) Verificar o perfil transcricional, através da analise de expressao diferencial,
durante o amadurecimento dos frutos dos dois morfotipos de P. cattleyanum;

c) Identificar genes diferencialmente expressos que possam estar envolvidos

com o acumulo de pigmento nos dois morfotipos;

d) Sequenciar, montar e caracterizar o genoma de individuos de P. cattleyanum

com frutos vermelhos e com frutos amarelos;

e) ldentificar e caracterizar os genes envolvidos nas rotas de coloragao dos
frutos através analise comparativa do genoma e do transcriptoma de

individuos com frutos vermelhos e com frutos amarelos;
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CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagcdo de metodologias que envolvam dados de transcriptomas e
genomas tem se mostrado eficaz para aplicagdo em estudos de investigagao de

questdes evolutivas, desde as mais antigas até mais atuais.

Com a inovacgao e, consequentemente, novas descobertas, também surgem
os desafios de trabalhar com grandes conjuntos de dados, ao mesmo tempo que
fornecem ampla possibilidade de acessar as informagdes “armazenadas” ao longo

do tempo.

Considerando as novidades evolutivas que envolvem caracteres morfo e/ou
fisioldgicos das plantas, compreender as questdes que cercam a coloragao dos
frutos e sua relagdo com a escolha e dispersdo por seus dispersores em
populacdes naturais de espécies nao modelo, ainda € um campo que traz mais

perguntas do que respostas.

Este trabalho utilizou, o que parecem ser, os primeiros dados de
transcriptomas e genomas para espécie Psidium cattleyanum. Seja por questdes
taxondmicas ou puramente evolutivas, esta espécie apresenta uma caracteristica
intrigante e que ainda precisa ser muito explorado: plantas que possuem frutos
vermelhos e plantas que possuem frutos amarelos, denominados morfotipos, e que

podem ser encontrados juntos ou separados ao longo da sua distribuicao.

O primeiro capitulo que compdem esta tese adotou analises comparativas

dos transcriptomas de folhas e frutos de cor amarela e vermelha em diferentes
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estagios de maturagao. O objetivo era identificar os genes envolvidos nas rotas de
antocianinas, que se sabe estar envolvida com a coloragao de frutos. A analise de
expressao diferencial identificou um perfil de expressado diferente em genes
importantes que ja haviam sido descritos em outras espécies por estarem
envolvidos na biossintese de antocianinas, como antocianidina sintase (ANS) e
UDP-glicose: flavondide-o-glucosiltransferase (UFGT), considerando os estagios

de maturacao de cada morfotipo.

O segundo capitulo desta tese, ainda em preparagao e construgdo abordou
estratégias de genbmica comparativa, a fim de colaborar para elucidar estas
questbes baseadas em dados gendmicos. Foram sequenciados e montados
genomas dos dois morfotipos de P. cattleyanum. Os resultados da montagem dos
genomas demonstram métricas semelhantes quanto ao numero de contigs,
scaffolds e conteudo GC. Os resultados da anotagcdo também foram semelhantes
em relacdo ao numero de genes anotados, agora iremos avaliar e comparar quais
sdo estes genes em que processos estdo envolvidos associando os dados dos
genomas e de RNA-Seq. Estes dados serao relevantes para buscar respostas em
relacdo aos mecanismos evolutivos que causam diferenciacdo na coloracdo dos
frutos dos dois morfotipos e a preferéncia por seus dispersores. Além das analises
comparativas em relagao aos dados de montagem, anotagao e anotagao funcional,
também surgem perspectivas, como por exemplo: 1) aprofundar as analises dos
genes envolvidos na via de biossintese de antocianinas com base nos dados do
RNA-Seq e genes diferencialmente expressos 2) identificar genes de regulagao e
regides promotoras dos genes estruturais para compreender a regulagao génica

desta via nesta espécie 3) conduzir uma filogenia considerando genes e/ou regides
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que estejam relacionados com especiagao para discutir questdes taxonémicas
nesta espécie 4) anadlise de marcadores moleculares como SNPs (single nucleotide

polymorphism) e SSR (simple sequence repeats) entre os dois morfotipos.

Ao longo do desenvolvimento deste estudo, verificamos também que ha uma
lacuna em relagdo aos dados ecoldgicos mais abrangentes sobre os nichos e
habitats dessa espécie, que pudessem contribuir para a discussédo da dindamica da
associagao dos dispersores em relagao a cor dos frutos. Dados filogeograficos ou
de nicho que sugerem distribuicdo no passado sdo inexistentes até o presente

momento.

Nas proximas etapas estdo previstas a analise de genes diferencialmente
expressos utilizando o RNA-Seq com base nos genomas de referéncia e validagao
dos genes diferencialmente expressos nos diferentes tecidos e estagios de
maturacao. Além disso, este trabalho fornece numerosas possibilidades diante dos
dados gendmicos que serao amplamente explorados tanto com enfoque funcional,

quanto evolutivo.
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