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RESUMO

Os pigmentos vegetais possuem propriedades distintas associadas aos seus
croméforos. Além de desempenharem um papel importante na atracao de animais para
polinizacdo e dispersdo de sementes, esses pigmentos sdo essenciais para as funcdes
biolégicas das plantas e desempenham um papel fundamental nos ecossistemas. Os
carotendides sdo compostos lipossollveis de tetraterpenoides, responsaveis pelas cores
gue variam do amarelo ao vermelho em frutas, vegetais, fungos e flores. Além disso,
também atuam como precursores de fitohormdnios, como o acido abscisico (ABA) e as
estrigolactonas. A enzima fitoeno sintase (PSY) desempenha um papel crucial na
biossintese dos carotendides, sendo considerada limitante para a producdo desses
compostos, pois ao variar sua expressao, ou atividade, ira alterar o fluxo através da via.
Devido a essa caracteristica a enzima possui grande importancia com relacdo ao
contetdo de carotendides dos diferentes frutos. A composicdo e a abundancia de
pigmentos naturais presentes nas frutas variam entre as espécies de plantas,
determinando suas diferentes cores. A espécie Psidium cattleianum Sabine, pertencente
a familia Myrtaceae, apresenta um fato curioso, a ocorréncia de plantas com frutos
amarelos e plantas com frutos vermelhos. A analise de familias génicas em todo o
genoma utiliza diversas ferramentas de bioinformatica, o que permite uma forma eficaz
de elucidar a estrutura e funcdo dos membros do gene, além de facilitar a compreenséo
da evolucéo do genoma. O principal objetivo do presente estudo foi Identificar, através de
analises gendbmicas e transcriptdmicas, possiveis genes envolvidos na biossintese de
carotendides de Psidium cattleianum Sabine L. familia Myrtaceae, verificando as
possiveis diferencas moleculares existentes entre os dois morfotipos vermelho e amarelo;
e ainda, investigar os mecanismos evolutivos envolvidos na diversificacdo génica de uma
das principais enzimas da via, fitoeno sintase (PSY). O estudo realizado com a familia
génica da enzima fitoeno sintase, contribuiu para o conhecimento sobre a histéria
evolutiva desta familia, demonstrando que a prevaléncia de duplicatas do gene PSY
observada nos genomas de plantas é um dos fatores que explica a capacidade de evoluir
diferentes perfis de carotendides associados a circunstancias ecolégicas. Os genes
envolvidos na via de biossintese de carotendides foram identificados nos dois morfotipos
de Psidium cattleianum por meio de analises gendmicas e filogenéticas, os quais
apresentaram o0s dominios proteicos caracteristicos. Algumas diferencas foram
encontradas entre os dois morfotipos, relacionadas a quantidade de paralogos

encontrada para alguns genes da via e ao perfil de expresséo. Estes resultados podem



ajudar a entender a diferenca na composicao de carotendides existente entre os dois
morfotipos de P. cattleianum, além de serem de grande relevancia para pesquisas futuras
gue visem aprofundar os mecanismos moleculares envolvidos na via de biossintese de

carotendides nesta espécie.



ABSTRACT

Plant pigments possess distinct properties associated with their chromophores. In
addition to playing a crucial role in attracting animals for pollination and seed
dispersal, these pigments are essential for plant biological functions and play a
fundamental role in ecosystems. Carotenoids, lipophilic compounds of
tetraterpenoids, are responsible for the yellow to red colors observed in fruits,
vegetables, fungi, and flowers. They also serve as precursors for phytohormones
such as abscisic acid (ABA) and strigolactones. The enzyme phytoene synthase
(PSY) plays a crucial role in carotenoid biosynthesis and is considered a rate-
limiting enzyme to the production of these compounds. Variations in PSY
expression or activity can alter the flow of carotenoid biosynthesis. Due to this
characteristic, the enzyme holds great importance regarding the carotenoid
content of different fruits. The composition and abundance of natural pigments in
fruits vary among plant species, determining their distinct colors. Psidium
cattleianum Sabine, a species belonging to the Myrtaceae family, presents an
interesting fact with the occurrence of plants with yellow fruits and plants with red
fruits. Genome-wide analysis of gene families employs various bioinformatics
tools, providing an effective means to elucidate the structure, function, and
evolutionary aspects of genes. The main objective of this study was to identify
potential genes involved in carotenoid biosynthesis in Psidium cattleianum Sabine
L., a member of the Myrtaceae family, and investigate molecular differences
between the red and yellow morphotypes. Additionally, the study aimed to explore
the evolutionary mechanisms underlying the diversification of the pathway key
enzyme, phytoene synthase (PSY). The investigation of the phytoene synthase
gene family contributed to our understanding of its evolutionary history,
demonstrating that the prevalence of PSY gene duplicates observed in plant
genomes is one of the factors that explain the capacity to evolve different
carotenoid profiles associated with ecological circumstances. Genes involved in
the carotenoid biosynthesis pathway were identified in the two morphotypes of P.
cattleianum through genomic and phylogenetic analyses, showing the
characteristic protein domains. Some differences were found between the two

morphotypes, related to the quantity of paralogs found for certain genes in the



pathway and, related to the expression profile of some genes. These findings can
help to understand the difference in carotenoid composition between the two
morphotypes of P. cattleianum, and they are also of great relevance for future
research aiming to deepen the molecular mechanisms involved in the carotenoid

biosynthesis pathway in this species.
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INTRODUCAO
Pigmentos vegetais

Os pigmentos vegetais, geralmente, se referem a quatro principais
classes bem conhecidas (Figura 1): clorofilas, carotendides, flavondides e
betalainas (Chen, 2015). Esses pigmentos possuem croméforos em sua estrutura
aos quais sdo atribuidas suas propriedades, nos carotendides os cromdéforos
consistem em uma cadeia de ligacdes duplas conjugadas, nas antocianinas é o
cation flaviium e nas betalainas sdo os derivados do acido betalamico
(Rodriguez-Mena et al., 2023). Esses pigmentos coloridos ndo apenas atraem
visualmente animais para polinizacdo de flores e dispersdo de sementes, mas
também funcionam em processos biolégicos
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Figura 1. Espectro esquematico das cores de carotendides, antocianinas,
betalainas e clorofilas com exemplos de frutas e vegetais ricos em cada pigmento.
Cada classe de pigmento foi marcada nas zonas com o comprimento de onda

aproximadamente correspondente (400-700 nm) da luz visivel.
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essenciais para as plantas e exercem papel coevolutivo fundamental nos
ecossistemas. As clorofilas sdo os pigmentos verdes presente em todas as
plantas terrestres e algas verdes, funcionam como pigmento primario para
capturar a luz amarela e azul para realizacdo da fotossintese, desenvolvimento e

crescimento das plantas.

Carotenodides

Os carotenodides sdo uma grande familia de tetraterpendides lipossoliveis
compostos por uma cadeia de 40 carbonos. Possuem mais de 600 membros que
podem ser geralmente divididos em dois subgrupos, carotenos (CaoHss) €
xantofilas (C4oHs602 ou CaoHs60) que séo os derivados oxidados dos carotenos.
Por exemplo, a-caroteno, [-caroteno e licopeno s&do carotenos; luteina,
zeaxantina e violaxantina séo xantofilas. Os carotendides séo responsaveis pelas
cores do amarelo ao vermelho de frutas, vegetais, fungos e flores (Uenojo et al,
2007).

Os carotenodides também atuam como precursores para a biossintese dos
fitohormbnios &cido abscisico (ABA) e estrigolactonas (SLs). Além disso,
derivados dos carotendides podem atuar como moléculas sinalizadoras em
resposta ao meio ambiente e ao desenvolvimento da planta, funcionando como
reguladores do crescimento (Sun et al., 2022). O hormbnio ABA esta envolvido
em varios processos importantes nas plantas, como maturacdo de sementes,
dessecacédo, dorméncia e germinacao. Além disso, o ABA é conhecido pelo seu
envolvimento na capacidade de resposta das plantas a estresses ambientais,
particularmente a seca e salinidade, ele limita a perda de &agua através do
regulamento da abertura estomatica, e também afeta os padrées de expressao de
mais de 1000 genes (Hoth et al., 2002; Seki et al., 2002; Leonhardt et al., 2004).
As estrigolactonas (SLs) sdo moléculas derivadas do (3-caroteno, que possuem
multiplas fungbes e influenciam diversos aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo a arquitetura das raizes, o

desenvolvimento dos brotos, a sintese de clorofila e a senescéncia. Além disso,
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desencadeiam respostas de defesa contra a seca, salinidade, metais pesados,

escassez de nutrientes e estresse térmico (Alvi et al., 2022).

Embora os carotendides sejam necesséarios para a saude dos animais,
guase todos os animais ndo sintetizam carotendides e, portanto, dependem de
sua dieta para obter esses compostos. Varios animais usam carotenéides como
sinais para comunicacao intra-espécie (sinalizacdo sexual, sinalizacdo de status
social e sinalizacdo pai-filhno) e inter-espécies (reconhecimento de espécies,
coloracéo de alerta, mimetismo e cripse) (Maoka, 2020). Nos seres humamos 0s
carotenodides além de agirem como anti-oxidantes e como reguladores da
resposta do sistema imune, desempenham papéis fundamentais como principais
fontes de vitamina A, aléem de efeitos benéficos contra canceres, doencas de

coracao e degeneracao macular (Uenojo et al., 2007).

Os carotenoides séo derivados de dois isdbmeros de isopreno, isopentenil
difosfato (IPP) e seu isébmero alilico dimetilalil difosfato (DMAPP), que sé&o
formados ap0s uma série de etapas subsequentes e, consequentemente, passam
por uma série sequencial de condensacbes para produzir o precursor da
biossintese de carotendides, geranilgeranil difosfato (GGPP) (Nisar et al., 2014).
Simplificadamente, a via de biossintese dos carotenoides (Figura 2), comeca com
a condensacdo de duas moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP) pela
enzima fitoeno sintase (PSY) produzindo o primeiro carotenoide 15-cis-fitoeno,
gue é incolor. O 15-cis-fitoeno € convertido, atravées de uma série de
dessaturacgfes, pela enzima fitoeno dessaturase (PDS) e (-caroteno dessaturase
(ZDS) introduzindo ligacGes duplas cis e é entdo isomerizado pela enzima (-
caroteno isomerase (Z-1SO) e prolicopeno isomerase (CRTISO) convertendo a
configuracdo cis de volta para a configuracdo trans produzindo, dessa forma,
licopeno que apresenta coloracdo vermelha. Neste ponto da via ocorre uma
bifurcacdo, podendo o licopeno ser ciclizado pela enzima licopeno ¢-ciclase
(LCYE) ou licopeno pB-ciclase (LCYB) que introduzirA anéis € ou
respectivamente, gerando a-caroteno ou [B-caroteno. Em seguida a reacdo €
catalisada pela enzima -caroteno hidroxilase (CHYB) formando luteina apartir do

a-caroteno e zeaxantina apartir do B-caroteno. A zeaxantina é epoxidada pela
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enzima zeaxantina epoxidase (ZEP) para produzir anteraxantina e violaxantina.

[ 2 Geranylgeranyldiphosphate ]

PSY

Phytoene

Phytofluene

5l

(-carotene

Neurosporene

J CRTISO

[eve] /

i a-carotene 7
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Violaxanthin

Figura 2: diagrama esquematico da via metabolica simplificada dos

carotendides, indicando as enzimas responsaveis em cada etapa nos retangulos
brancos

A enzima fitoeno sintase € responsavel pela primeira etapa no processo
de biossintese dos carotenodides. Considerada uma enzima limitante, ao variar
sua expressao, ou atividade, ira alterar o fluxo através da via. Devido a sua
importancia, essa enzima € amplamente estudada em plantas e outros
organismos, abrangendo diferentes aspectos, como expressdo, regulacao,
acumulo de carotendides, coloracdo, (Efremov et al., 2020; Dong et al., 2022; Liu
et al., 2022; Pollack et al., 2019; Tuan et al., 2011; Ampomah-Dwamena et al.,
2015; Kaur et al., 2017; Zhai et al., 2016; Alvarez et al., 2016; Jekni¢ et al., 2014)
identificacdo e caracterizacdo dos genes (Fang et al., 2022; Wang et al., 2021;
Dyachenko et al., 2020; Kato et al., 2016; Han et al., 2015; Shaker et al., 2021).

Visto a importancia da enzima para o acumulo de carotendides e que estes sao
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essenciais para a saude humana, pesquisas utilizando ferramentas de
biotecnologia tém sido feitas com o intuito de desenvolver alimentos
biofortificados. Através da introducdo do gene da fitoeno sintase, plantas que nédo
acumulam carotendides comecam a acumular e outras que acumulam em
pequenas quantidades come¢am a acumular mais (Beyer et al., 2002; Yao et al.,
2018; Houhou et al., 2022; Mishiba et al., 2020; Paul et al., 2017). A familia génica
da fitoeno sintase varia muito, em namero, entre as espécies de plantas. Estes
diferentes membros da PSY também tém a caracteristica de expresséo tecido-
especifica (Welsch et al., 2008; Li et al., 2009; Dibari et al., 2012; Ahrazem et al.,
2019; Dhandapani et al., 2017). Apesar de existirem diversos estudos sobre esta
enzima extremamente importante, poucos sao referentes a questao evolutiva em
plantas (Dibari et al., 2012; Han et al., 2015; Stauder et al., 2018). Portanto,
estudos que contribuam na compreensdo relacionada a evolucdo da familia

génica fitoeno sintase (PSY) séo de grande relevancia.
Diversidade da composicdo de pigmentos em frutos carnosos

As frutas contém uma variedade de pigmentos naturais, que Sao
metabolitos secundarios com importantes atividades biolégicas. Além disso, a cor
da fruta também € uma importante caracteristica que determina a escolha dos

consumidores (Lu et al., 2021).

A composicao de pigmentos presentes e a sua abundancia variam muito
de acordo com a espécie de planta. A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de
plantas de diferentes espécies e suas diversas composicées de pigmentos (Lu et
al., 2021). As diferentes composicbes conferem uma variedade de cores
existentes entre as frutas e que variam também de acordo com o estagio de

maturacao.

Os frutos provenientes das plantas da familia Myrtaceae geralmente
apresentam altos niveis de compostos bioativos como carotendides, compostos
fendlicos e compostos volateis importantes (Donado-Pestana et al., 2018), que os
elegem como bons candidatos para serem comercializados in natura ou para a

fabricacdo de produtos alimenticios, visto seus valores nutritivos e mediante suas
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propriedades podem atuar como antioxidantes naturais, protegendo o organismo

de doencas cronicas e do envelhecimento precoce (Pereira et al., 2012, Seraglio

et al., 2018).

Tabela 1: diferentes espécies de plantas frutiferas

composic¢ao pigmentar de seus respectivos frutos

e a diversa

Flavonéides
Espécie Familia Nome 1 C id Referéncias
w s - Flav Flavonéis Flavonas Antociani
licopeno naringenina camferol Lietal, 2012
Solanum luteina quercetina Fattore et al,, 2016
. Solanaceae tomate
lycopersicum a-caroteno
[B-caroteno
quercetina delfinidina Tagliazucchi et al., 2010
camferol malvidina Wolfe et al., 2008
Vitis vinifera Vitaceae wa cianidina Avidzba et al., 2016
petunidina Xiaetal, 2010
peonidina Pastrana-Bonilla et al., 2003
Poudel et al., 2008
quercetina cianidina Wangetal,, 2017
Vaccinium mircetina peonidina de Souza etal,, 2014
Ericaceae mirtilo delfinidina Césedas etal,, 2017
corymbosum . X
malvidina Haytowitz et al.,, 2021
petunidina
camferol pelargonidina de Souza etal,, 2014
Rubus fruticosus Rosaceae amora-silvestre qu.ercet.ma mam.dl.na Haytowitz etal, 2021
mircetina peonidina Sellappan et al,, 2002
Schulz et al., 2019
camferol pelargonidina Wolfe etal., 2008
X quercetina cianidina de Souza etal,, 2014
Fragaria . K
Rosaceae morango peonidina Haytowitz et al,, 2021
ananassa
Aaby etal,, 2007
Van De Velde et al., 20013
quercetina cianidina Wolfe et al., 2008
. . mircetina peonidina de Souza etal, 2014
Prunus serotina Rosaceae cerejeira-negra .
camferol pelargonidina Serrano etal,, 2005
Kirakosyan et al., 2009
B-criptoxantina quercetina cianidina Wolfe et al,, 2008
Prunus persica Rosaceae péssego f-caroteno isorhamnetina Liao etal,, 2019
camferol Gil etal., 2002
B-criptoxantina eriodictiol quercetina cianidina Wolfe etal.,, 2008
L. ameixeira- B-caroteno mircetina Gil et al., 2002
Prunus salicina Rosaceae . R
japonesa Arion etal,, 2014
Kim etal., 2012
B-criptoxantina rutina cianidina 3-rutinosideo Zhangetal,, 2019
Prunus luteina quercetina 3-rutinosideo cianidina 3-glicosideo Leccese etal,, 2012
. Rosaceae damasco B-caroteno camferol 3-ramnosil-hexosideo Xietal, 2019
armeniaca "
y-carotene quercetina 3-acetil-hexosideo
zeaxantina
violaxantina naringina camferol nobiletina Singh etal., 2020
anteraxantina neoesperidina rutina tangeritina Wolfe et al., 2008
luteina neoriocitrina quercetina tangeretina Chenetal, 2017
zeaxantina narirutina mircetina sinensetina Ernawita et al., 2016
getl?ro Citrus Rutaceae frutas citricas B-criptoxantina CSp.Crldll.’la diosmina
familia Rutaceae f-caroteno naringenina
a-caroteno poncirina
didimina
rutina cianidina Wolfe et al., 2008
Malus pumila Rosaceae maga avicularina Kschonsek et al,, 2018
Wang etal., 2015
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E bem estabelecido que o consumo de frutas e hortalicas estéa relacionado
a uma reducao na incidéncia de certos tipos de cancer e a efeitos benéficos sobre
doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade e catarata, o que proporciona
uma melhoria na qualidade de vida da populacdo (Steinmetz e Potter, 1996;
Donado-Pestana et al., 2018, Pereira et al.,, 2021). Portanto, estudar as vias
moleculares e os processos evolutivos envolvidos na producéo desses compostos

€ importante tanto na visdo ecoldgica quanto biotecnoldégica.

Familia Myrtaceae e a espécie Psidium cattleianum

Myrtaceae € uma familia composta por 126 géneros e ~5800 (WCVP,
2021) espécies de plantas, ocorrendo principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Nas regides Neotropicais ocorrem quase que
exclusivamente espécie da tribo Myrteae, sendo este grupo predominante na
Mata Atlantica brasileira. Myrteae € a tribo mais rica em espécies, incluindo 51
géneros e ~2500 espécies, representando aproximadamente metade da
diversidade de espécies da familia (Lucas et al., 2007; Vasconcelos et al., 2017;
WCVP, 2021). As espécies da familia Myrtaceae, no geral, sdo fontes de
importantes produtos, como 0Oleos essenciais, corantes, compostos fendlicos e
antioxidantes. Além do que apresentam grande importancia ecologica relacionada
a disponibilidade dos frutos para os dispersores naturais. O género Psidium L. € 0
guarto género mais rico em espécies da tribo Myrteae (Proenca et al. 2022),
ocorrendo de 30°N (Estado de Sonora, México) a 38°S (Provincia de Buenos
Aires, Argentina), incluindo as indias Ocidentais, bem como dois Arquipélagos no
Pacifico, Galapagos e Revillagigedo Illhas (Landrum, 2017; Proenca et al. 2022).
Possui grande importancia ecoldgica e econdmica. Filogeneticamente é um
género monofilético com quatro clados principais reconhecidos como secdes. A
secdo Psidium (dez espécies), a qual pertence P. guajava; sec¢do Obversifolia
(seis espécies; restrita a Mata Atlantica brasileira), que inclui P. cattleianum;
secao Apertiflora (31 espécies) e secao Mitranthes (26 espécies) (Proenca et al.,
2022). O género inclui cerca de 100 espécies de arvores e arbustos, com

destaque para a goiabeira (Psidium guajava L.) e o aragd (P. Cattleianum),
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plantas distribuidas geograficamente em diversas regifes do Brasil (da Veiga et
al., 2022).

Psidium cattleianum é uma espécie arbérea, perene e frutifera, com altura
que varia entre 3 e 6 m, que cresce em um ambiente Umido e luminoso. Em
climas tropicais, é freqlientemente encontrado crescendo em lugares mais altos,
onde a temperatura média ndo € muito fria. A variedade amarela cresce em
elevacOes ligeiramente mais baixas (Biegelmeyer et al., 2011). Apresenta extensa
area de ocorréncia na costa atlantica brasileira, desde a Bahia até o nordeste do

Uruguai (Figura 3).

VENEZUELA GUIANA
- COLOMBIA SURINAME  FRANCESA

BOLIVIA

PARAGUAI

o
URUGUAI ®

Figura 3: area de ocorréncia do araga na Ameérica do Sul. Dados obtidos
através do site Global Biodiversity Information Facility - GBIF.org (26 May 2023)
GBIF Occurrence Download https://doi.org/10.15468/dl.cnbzxb
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O sistema de cruzamento predominante na espécie de P. cattleianum € a
polinizacdo por abelhas (Hymenoptera). O género Psidium produz muitas
sementes por fruto e apresenta uma ampla variedade de dispersores. Em P.
cattleianum os principais dispersores sao: aves, formigas, morcegos, macacos e
ungulados (Gressler et al., 2006). Os diferentes tipos de frugivoros selecionam as

frutas dependendo de suas cores (Willson and Melampy, 1983).

O aracazeiro possui frutos com tamanho que pode variar entre 2,2cm e
5cm de diametro e caracterizam-se por serem suculentos, com uma polpa
translicida com numero grande de sementes, sendo a colheita entre janeiro e
marco. Os frutos, na sua maioria, sdo amarelos ou vermelhos (Figura 4), o que
sugere que a espécie possa ser dividida em dois morfotipos denominados araca-
amarelo e araca-vermelho (Rocha et al., 2008). O aracazeiro vermelho tem uma
folha mais arredondada, enquanto que o amarelo tem uma folha mais alongada e
lanceolada (Souza e Sobral 2007) (Figura 4). No geral, em 100g de ambos
morfotipos de araca in natura ha 81,73-84,9g de agua,0,75-1,03g de proteina,
0,63-1,50g de minerais, 4,32-10,01g de carboidratos, 0,42-0,55g de lipideos,
3,87-6,149 de fibras e 26,8kcal de energia (Pereira et al., 2018).

Figura 4: diferente coloracdo entre os frutos dos dois morfotipos de

Psidium cattleianum e diferentes morfologias das folhas.

O aracé possui um alto teor de compostos fendlicos, que sdo metabdlitos
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secundarios, o que confere a espécie uma alta capacidade antioxidante. Esses
compostos sao capazes de proteger os sistemas bioldgicos contra o excesso de
radicais livres. O araca apresenta caracteristicas benéficas devido a sua
composicdo e propriedades bioldgicas. Um estudo mostrou que o araca pode
melhorar os niveis de glicose no sangue, reduzir a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e os niveis de colesterol total no sangue e diminuir a deposicdo
de gordura no figado quando administrado na dieta de ratos (Nora et al., 2014).
Ainda, possui um alto teor de vitamina C, o consumo de 15g do fruto do araca
fornece mais do que quatro vezes a quantidade diaria recomendada de vitamina
C para um adulto (Pereira et al., 2018). E, também, um grande promissor no
combate contra a obesidade pois age inibindo a enzima pancreatica lipase e
consequentemente a absorcéo de gordura (Pereira et al., 2021).

Os dois morfotipos, conhecidos como var. cattleianum (frutos vermelhos)
e var. lucidum (frutos amarelos) (Proenca et al., 2022), apresentam diferenca
entre suas composicdes (Tabela 2): os acidos oléico e palmitico estdo presentes
em maior quantidade no genoétipo amarelo do que no gendtipo vermelho
(Biegelmeyer et al.,, 2011). Quanto a composicdo de fitoquimicos, os dois
morfotipos compartilham um perfil qualitativo semelhante entre si, mas quando
guantificados estudos revelaram um maior acumulo de antocianinas nos frutos
vermelhos em comparagcdo aos frutos amarelos (Fetter et al., 2010; Vinholes et
al., 2015; Pereira et al., 2017). O perfil de 6leos essenciais também € diferente
entre os morfotipos vermelho e amarelo, assim como a quantidade de genes, da
familia terpeno sintase, em cada um (Canal et al.,, 2023). A semente do Araca
contém acido linoleico como principal acido graxo nas duas variedades amarela e
vermelha, com 61,01%+2,51% e 75,42%+3,50%, respectivamente. O acido oléico
estd presente em maior quantidade no amarelo (14,99%z0,88%) do que no
vermelho (RG) (10,83%+0,99%). Diferencas quantitativas também foram
observadas para o acido palmitico, onde o amarelo tem 19,92%z0,26%, mais que
o dobro do percentual observado no vermelho (9,12%+2,12%) (Biegelmeyer et al.,
2011). Os niveis de carotendides totais € praticamente 0 mesmo nos dois

morfotipos mas, possuem composicdo distinta entre os diferentes tipos de
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carotenoides, sendo a luteina o maior componente no morfotipo amarelo (Pereira
et al.,, 2012) e as trans-B-cryptoxantinas o maior componente do morfotipo
vermelho (Silva et al., 2014). O conteudo total de componentes fendlicos e
flavondides apresenta-se maior no morfotipo vermelho (Biegelmeyer et al., 2011).
Apesar de os dois morfotipos apresentarem diferencas morfoldgicas e nas suas

composicdes, sao considerados a mesma espécie.

Tabela 2: diferentes composi¢cdes encontradas na literatura entre os dois

morfotipos
Componente vermelho amarelo Referéncia
Vitamina C 200mg 242mg Pereira et al 2018
Carotendides totais 364.4-1134pg 389 -1084ug |Pereira et al 2018

Polifenéis 501mg100g™ | 292 mg 100 g™ |Biegelmeyer et al 2011
Flavonoides 100 mg100g™" | 35 mg100g™ |Biegelmeyer et al 2011
Antocianinas presente ausente Biegelmeyer et al 2011, Mallmanm et al 2020
acido palmitico 9.12+2.1213 19.92 £ 0.2616 |Biegelmeyer et al., 2011
% do total de  |acido estearico 4.63 +0.3960 3.57+£0.6223 |Biegelmeyer etal., 2011

acidos graxos

acido oléico

10.83 + 0.9899

14.99 + 0.8839

Biegelmeyer et al., 2011

acido linoléico

75.42 + 3.5002

61.01 +2.5102

Biegelmeyer et al., 2011

Andlise gendmica e transcriptdmica

A andlise completa do transcriptoma tem importancia fornecendo os
primeiros passos para a caracterizacdo funcional e anotacdo de genes/genomas
previamente apresentados pelo sequenciamento de DNA. Além disso, ajuda a
mapear as conexdes entre diferentes genes e proteinas, para assim entender as
funcdes celulares, crescimento/desenvolvimento e sistemas biolégicos (Jiang et
al., 2015). Através do transcriptoma é possivel detectar a abundancia de todos os
transcritos em varios tipos de células, tecidos e 6rgdos com variacao fenotipica e
pode ser utilizado para decifrar a funcdo do gene, regulacdo transcricional e

motivos cis-regulatorios.

Entre todos os dados 6micos (gendmicos, transcriptbmicos, protedbmicos e
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metaboldmicos) o transcriptoma fornece a informacao mais direta para o perfil de
expressdo génica em tempo real e é o mais comumente usado para identificar
genes funcionais nas vias biossintéticas. Os transcriptomas podem ser montados
de novo sem outras informacdes ou com base em uma sequéncia gendmica de
referéncia. A sequéncia de referéncia pode ser sequéncias de transcriptoma
intimamente relacionadas ou uma sequéncia de genoma do mesmo organismo ou
de uma espécie intimamente relacionada. Primeiro, os unigenes, um conjunto de
candidatos validos e diversificados para o estudo da modificacdo do esqueleto
qguimico e evolucdo do metabolismo secundario, podem ser obtidos por andlise de

perfis de transcriptoma hibrido-seq (Wang and Huo, 2022).

Hoje em dia, RNA-Seq é o método de escolha para estudar a expressao
génica e identificar novas espécies de RNA. Comparado aos métodos baseados
em microarranjo de DNA, o RNA-Seq oferece menos ruido de fundo e uma faixa
dindmica maior para detecgédo. Mais importante, o0 RNA-Seq revela diretamente a
identidade da sequéncia, crucial para a andlise de genes desconhecidos e novas

isoformas de transcricéo (Hrdlickova et al., 2017).

A tecnologia gendmica vem transformando completamente a pesquisa na
area vegetal. Devido as plataformas de sequenciamento de proxima geracao,
enormes quantidades de dados genémicos estdo sendo coletados e armazenados
em bancos de dados publicos. A facilidade de acesso a esses bancos de dados
acelerou o processo para decifrar funcdes génicas e estudos de identificacdo em
todo genoma (GWI — Genome Wide Identification) foram publicados nos ultimos
anos para varias plantas de importancia agricola e econdmica incluindo varias
espécies da familia Myrtaceae (Waschburger et al., 2022; Canal et al., 2023; Du
et al., 2022; Yuan et al., 2022; Shirazi et al., 2023). A analise de familia génica em
todo o genoma aplica diferentes ferramentas de bioinformatica, explorando
funcdes génicas, vias hormonais e de desenvolvimento, processos biolégicos,
estruturas génicas, padroes de expressao e respostas de plantas a estresses
bidticos e abidticos. Essas analises in silico fornecem uma maneira eficaz de
elucidar a estrutura e a funcdo dos membros do gene e facilita a compreenséo da

evolugcao do genoma (Safder et al., 2022).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar, através de andlises gendmicas e transcriptbmicas, possiveis
genes envolvidos na biossintese de carotendides de Psidium cattleyanum Sabine
L. familia Myrtaceae, verificando as possiveis diferencas moleculares existentes
entre os dois morfotipos vermelho e amarelo; e ainda, investigar 0os mecanismos
evolutivos envolvidos na diversificacdo génica de uma das principais enzimas da via, fitoeno
sintase (PSY).

Objetivos especificos

a) Identificar os principais genes envolvidos na biossintese de carotendides em
Psidium cattleianum através da analise comparativa do genoma dos dois
morfotipos com sequencias génicas de outras espécies de plantas em que os

genes ja foram previamente identificados e caracterizados;

b) Verificar o perfil transcricional dos genes envolvidos na biossintese de
carotendides, através da analise in silico de expresséo diferencial, com dados de
transcriptoma de folhas, frutos maduros e verdes dos dois morfotipos de

P.cattleianum;

c) Investigar os mecanismos evolutivos envolvidos na diversificacdo génica de uma das
principais enzima da via de biossintese de carotendides, fitoeno sintase (PSY), de diferentes
organismos, através de analise comparativa de dados genbmicos e

transcriptbmicos, armazenados em bancos de dados publicos.
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Capitulo IV

CONSIDERAGOES FINAIS

Com o0 avanco das tecnologias de sequenciamento de proxima geracao,
uma grande quantidade de dados gendmicos tem sido gerada e armazenada em
bancos de dados publicos. Tais plataformas fornecem um acesso facil as
sequéncias de uma ampla variedade de organismos, possibilitando que
pesquisadores de todo o mundo utilizem essas informagcbes em suas
investigagbes. Uma das aplicagbes mais relevantes desses bancos de dados é a
identificacdo de genes e a atribuicdo de funcdes gendmicas. Ao identificar genes
especificos, 0s pesquisadores podem inferir suas funcbes biologicas e

compreender melhor os processos moleculares, metabolicos e evolutivos.

Os carotendides exercem papel essencial tanto na parte ecolodgica,
evolutiva e biologica das plantas como na saude humana. O presente trabalho
utilizou ferramentas de bioinformatica e bancos de dados publicos para explorar
aspectos genéticos e evolutivos da via de biossintese de carotendides nos
morfotipos vermelho e amarelo de Psidium cattleianum. Primeiramente,
trabalhamos para entender melhor a evolucdo da familia génica da enzima
fitoeno sintase (PSY) e os aspectos envolvidos na sua divergéncia funcional,
devido a importancia que esta enzima exerce no controle do acumulo de
carotendides, sendo que a diferenca na composicdo, tanto em termos de
guantidade quanto de tipos diferentes de carotendides, esta diretamente
relacionada a coloracao dos frutos. Através do mapeamento de ganhos e perdas
dos genes da PSY na é&rvore filogenética resultante, obtivemos informacdes

sobre o processo que levou a diversificacdo desta familia génica, ajudando a
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entender a capacidade de evoluir diferentes perfis de carotendides, que podem
estar associados a circunstancias ecoldgicas. Confirmamos que a maioria das
espécies possui mais de um gene PSY e que a maioria das duplicacdes ocorreu
apos a diversificacdo das angiospermas. Os resultados mostraram um padrao de
duplicacdo consistente com a duplicacédo completa do genoma (WGD), indicando

gue tais eventos podem ser a principal fonte de duplicacédo do gene PSY.

Em um segundo momento, 0s principais genes envolvidos na via de
biossintese de carotendides foram identificados atravées de analises
comparativas utilizando dados de genoma e transcriptoma dos morfotipos
vermelho e amarelo de Psidium Cattleianum, previamente obtidos por trabalhos
anteriores em nosso grupo de pesquisa, 0s quais também estdo relacionados
com a composicao pigmentar (antocianinas) ha mesma espécie. O interesse em
investigar as questdes relacionadas aos pigmentos dentro desta espécie se deve
ao fato de encontrarmos, além de outras diferencas, plantas com frutos
vermelhos e plantas com frutos amarelos. Apartir destes dados foram inferidas
arvores filogenéticas incluindo sequencias ja caracterizadas de outras espécies
para cada gene da via, assim pudemos fazer a predicdo dos genes por
similaridade das sequencias, verificando a presenca dos motivos e dominios
caracteristicos e suas relacfes evolutivas. Através da comparacdo dos dados de
transcriptoma de folhas, frutos verdes e maduros, foi verificado o padréo de
expressdo e a existéncia de expressdo diferencial para cada gene, onde
pudemos observar que alguns destes apresentam diferenca no perfil de
expressdo entre os dois morfotipos. As informacdes obtidas com estes

resultados sdo de grande importancia visto a escassez de estudos gendémicos
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com espécies nativas, especificamente Psidium cattleianum, dos quais pouco ja
foi explorado com relagéo aos seus dados gendémicos. E ainda, tais informacgdes
serdo de grande utilidade para aumentar o entendimento quanto aos
mecanismos moleculares envolvidos na via de biossintese de carotenodides em
P. cattleianum através de investigacdes mais aprofundadas como a identificacao
de genes de regulacdo e regides promotoras dos genes estruturais para

compreender a regulacdo génica desta via nesta espécie.
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