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Resumo

Eugenia uniflora € uma planta nativa pertencente a familia Myrtaceae,
possuindo uma significante importancia ecologica e econémica. E. uniflora é
amplamente distribuida pela floresta atlantica. As populacdes desta espécie estdo bem
adaptadas a distintas condi¢fes ambientais, como restinga e mata ciliar, e apresentam
fenotipos altamente contrastantes, como época de floracdo e morfologia do tronco,
evidéncia de uma 6tima regulacdo de seu pool genético. Dentre os diferentes
reguladores da expressdo génica, os fatores de transcri¢cdo (TFs) sdo um dos, sendo os
mais, criticos membros para o desenvolvimento fisiologico adequado. Os genes DOF
sdo parte de uma familia de fatores de transcricdo especifica do clado Viridiplantae,
com muitos membros atuantes no desenvolvimento de plantas. Armazenamento e
germinacdo de sementes, desenvolvimento de estdbmatos e formagdo de tecidos
vasculares sdo apenas alguns dos muitos papéis bioldgicos descritos até agora na
literatura. Alguns grupos funcionais conservados chamam a atencdo em estudos de
engenharia genética por produzirem frutos maiores e conferir tolerancia sisttmica a
estresses, tornando a identificacdo e caracterizacdo desses genes uma abordagem
biotecnoldgica para prospec¢do génica. Este estudo visa fornecer novos insights sobre a
histdria evolutiva da familia de genes DOF e caracterizar esses genes em E. uniflora
para esclarecer seus papéis na adaptacdo local desta espécie. Com base em dados
transcritbmicos e gendmicos de E. uniflora, assim como uma abordagem
bioinformatica, identificamos e caracterizamos 0s genes DOF desta espécie.
Identificamos motivos comuns ao longo da sequéncia peptidica, propriedades fisico-
quimicas e localizacdo subcelular por meio de ferramentas online. A analise de RNA-
Seq de individuos de E. uniflora provenientes de diferentes populacGes resultaram na
identificacdo de 30 SNPs presentes em CDS, juntamente com os perfis de expressao dos
muitos genes DOF sob tratamento de seca e andlise da sequéncia promotora. Uma
caracterizacdo adequada foi alcancada pela reconstrucdo das relacGes filogenéticas. A
aparente falta de estudos filogenéticos apropriados sobre os genes DOF foi observada
apo6s o exame da literatura, portanto, fomos movidos a conduzir uma revisao robusta
sobre sua evolugdo. Mais de 2.000 sequéncias, representando cerca de 70 familias
botanicas diferentes, e mais de 250 artigos foram recuperados de bancos de dados
online. Ao todo, esses experimentos contribuirdo para a compreensédo da fisiologia de E.

uniflora, os papeis biologicos dos genes DOF e sua evolugcdo molecular.



Abstract

Eugenia uniflora is a native plant species belonging to the Myrtaceae family, having
significant ecological and economical importance. E. uniflora is widely distributed
throughout the Atlantic Forest. Populations of this species are well adapted to distinct
environmental conditions, such as restinga and riparian forest, and exhibit highly
contrasting phenotypes, such as flowering time and trunk morphology, depicting a great
fine tuning of their genetic pool. Among several molecular regulators, transcription
factors (TFs) are one, if not the most, critical players for proper physiological
development. DNA-binding with one-finger (DOF) genes are part of a Viridiplantae
specific TF family with many plant development acting members. Seed storage and
germination, stomata development, and vascular tissue formation are only a few of the
many biological roles described so far in the literature. Some conserved functional
groups are drawing attention in genetic engineering studies for yielding bigger fruits
and conferring systemic-wide stress tolerance, making the identification and
characterization of these genes a biotechnological approach for gene prospection. This
study aims to provide new insights into the evolutionary history of the DOF gene family
and characterize these genes in E. uniflora to shed light on their roles in the local
adaptation of this species. Based on transcriptomic and genomic data of E. uniflora and
bioinformatic approach, we identified and characterized the DOF genes of this species.
We predicted common motifs along the peptide sequence, physio-chemical properties,
and subcellular location by online software tools. An RNA-Seq analysis of E. uniflora
individuals from separate populations resulted in the identification of 30 CDS SNPs,
along with the expression profiles of the many DOF genes under drought treatment and
promoter sequence analysis. Proper characterization was achieved by reconstruction of
phylogenetic relationships. An apparent lack of appropriate DOF phylogenetic studies
was observed upon literature examination. Thus, we were moved to conduct a robust
review about their evolution. Over 2000 sequences, representing about 70 different
botanical families, and over 250 articles were retrieved from online databases.
Altogether, these experiments will contribute to the understanding of E. uniflora’s
physiology, DOF TF biological roles and molecular evolution.



1. Introducdo

Eugenia uniflora como espécie modelo

Eugenia uniflora L., conhecida como pitangueira, é uma espécie de frutifera, de
porte pequeno a médio, com 2 a 4 metros de altura, podendo chegar até 12 metros em
condi¢cbes ambientais o6timas. Floresce principalmente na primavera, dando origem a
flores pequenas e brancas, as quais podem sofrer polinizacdo cruzada ou
autofertilizacdo, gerando frutos verdes, que quando amadurecidos, apresentam desde
tons amarelados até vermelho escuros, podendo chegar ao preto. E nativa da Mata
Atlantica e pertencente a familia Myrtaceae, assim como uma diversidade de outras
espécies frutiferas nativas, como a Cereja-do Rio Grande (E. involucrata), a pitangueira
(E. uniflora), uvaia (E. pyriformis) jabuticaba (Plinia cauliflora), araca (Psidium
cattleianum), guabiroba (Campomanesia xanthocarpa) e a espécie arborea Eucalyptus
grandis (Eucalipto). Folhas e frutos de E. uniflora (ricos em vitamina A, complexo B e
C, licopeno, minerais como célcio, ferro e fdsforo, antocianinas e flavonois) sdo
amplamente empregados na medicina popular, com interesse cientifico e alto potencial
para exploragcdo comercial pela atividade antibacteriana de seus metabdlitos secundarios
e extratos bruto!, possuindo ainda atividades antifingicas?, anti-helminticas®, anti-
inflamatorias*, antioxidantes, analgésicas e espaco para a sua utilizagdo no tratamento
de doengas cronicas, como diabetes®. Os 6leos naturais da planta também sio coletados
para a utilizagdo em produtos cosméticos. E uma planta nativa brasileira e néo
endémica, cultivada nos Estados Unidos e paises da América Central, também
considerada como espécie invasora na Bermuda, onde sua introdu¢do como planta
ornamental acarretou a dispersdao de sementes por aves canoras. Abrange desde a regido
costeira do nordeste até a regido sul do Brasil, leste do Paraguai e norte da Argentina e
Uruguai®®. Possui uma grande area de disperséo, e esta adaptada a diferentes ecoregifes
com caracteristicas contrastantes. Apresenta porte arbustivo na restinga brasileira,
localidade costeira de terreno arenoso e salino, forte insolacéo e ventos fortes, enquanto
possui porte arbOreo na mata atlantica subtropical no interior da regido sul,
caracterizada por vegetacdo fechada, himida e ombroéfila. Essa disparidade entre
populacbes também foi confirmada a nivel genético, onde individuos da restinga
possuiam uma variacdo genética muito menor, quando comparada com individuos da
mata atlantica, possivelmente resultado de uma expansdo populacional recente de

plantas adaptadas as condicdes da restinga®



Genes DOF

A familia de fatores de transcricdo DOF (do inglés, DNA Binding with One-Finger)
fazem parte da maquinaria de regulacédo da expressdo génica, exclusivos de organismos
do clado viridiplantae, incluindo desde algas verdes até angiospermas. O numero de
genes DOF por espécies é variado, partindo de apenas uma sequéncia em algas
clorofitas até mais de cem integrantes em espécies com multiplos eventos de duplicacao
genbmica, tendo a maioria das espécies de angiospermas um ndmero proximo de 30
genes. Desde a caracterizagdo da primeira sequéncia referente a um gene DOF em 1995,
foram publicados mais de 60 artigos cientificos identificando e caracterizando o0s genes
DOF em diferentes organismos, principalmente em espéecies de cultivares. Com uma
média de 200 a 400 residuos de aminoacidos por proteina, as proteinas DOF tém em
comum a presenca do seu dominio caracteristico DOF de ligacdo ao DNA em sua regido
N-terminal, assim como uma regido C-terminal com a presenca de motivos para a
interacdo proteina-proteina e subsequente regulacdo da expressdo génica. O dominio
DOF é um motivo do tipo CX2CX2:CX2C, onde os residuos de cisteina conservados ao
longo da sua sequéncia sdo 0s responsaveis pela devida interacdo ao seu cofator, um
atomo de zinco, e a formacdo de uma estrutura de alga, responsavel pela nomenclatura
da familia. Alguns dos residuos entres as quatro cisteinas também sdo altamente
conservados, devido a sua funcdo de reconhecimento do motivo DOF no DNA,
composto pela sequéncia de 4 nucleotideos (T/A)AAG. Além dos residuos presentes
entre os residuos de cisteina, os residuos circundantes apresentam maior variabilidade,
consequéncia de suas funcBes diversas, com a excec¢do de um residuo de triptofano
conservado para a devida funcionalidade dessas proteinas. O dominio DOF ¢é
bifuncional, também se apresentando como sinal de localizacdo nuclear (NLS) para a
devida compartimentalizagcdo dessas proteinas no envelope nuclear. Os dominios
presentes na regido C-terminal sdo variados entre membros da familia, podendo ser
conservados entre integrantes dos mesmos grupos funcionais/subfamilias. O grupo
funcional mais bem caracterizado na literatura, e coincidentemente o maior grupo
funcional, é a subfamilia CDF de genes DOF, responsaveis pela inibicdo do
florescimento regulando genes como CONSTANS e FLOWERING LOCUS T. Outras
funcBes dos genes DOF descritas pela literatura incluem, mas ndo se delimitam a
germinacdo, divisao celular, desenvolvimento vascular, desenvolvimento estomatal e
respostas a estresses bioticos e abidticos. Em relacédo a literatura sobre os genes DOF,
encontra-se uma falta de estudos evolutivos analisando os genes DOF desde seus
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ancestrais mais basais. Os estudos e revisdes publicados que se propdem a devida
caracterizacdo de grupos funcionais ndo aparentam estar em sintonia, principalmente
pelo fato que os grupos funcionais propostos variam significativamente de estudo a
estudo. Grupos extremamente conservados, como o caso da subfamilia CDF, acabam
por serem recuperados em todas as analises e, consequentemente, se tornam mais
atrativos para subsequentes estudos funcionais. Quatorze anos se passaram desde a
publicacdo do ultimo estudo evolutivo sobre a familia de genes DOF com uma
representatividade de espécies chave para a sua compreensédo evolutiva. Desde entdo, as
ferramentas de bioinformatica, poder computacional e disponibilidade de genomas
sequenciados em bancos de dados publicos aumentaram drasticamente, assim a

preparacdo de uma revisdo evolutiva sobre os genes DOF se torna de extremo interesse.

Portanto, o primeiro capitulo desta dissertacdo visa caracterizar os fatores de
transcricdo DOF em Eugenia uniflora utilizando estratégias in silico, assim como
analisar as diferentes populacdes de pitangueiras quanto as pressoes seletivas e padrdes
de expressdo desse conjunto de genes usando uma abordagem transcritomica. Os dados
poderéo contribuir para avaliar o envolvimento desses genes em processos adaptativos e
de diversificacdo de linhagens das populagc6es de E. uniflora oriundas da mata atlantica
e da restinga brasileira, bem com o prospectar genes que possam contribuir para a
padronizacdo de gendtipos cultivados. O segundo capitulo propbe fazer uma analise
compreensiva da literatura disponivel acerca dos genes DOF, explorando pontos de
vista ainda pouco investigados, elucidando a sua histéria evolutiva e servindo como

base para o delineamento de estudos e pesquisas futuras.



2. Objetivos

Objetivo Geral

Identificar e caracterizar a familia de fatores de transcricio DOF em Eugenia
uniflora L., estudando seu envolvimento na adaptacdo de suas populacGes e historia

evolutiva.

Obijetivos Especificos

1. Buscar por sequéncias homdlogas aos genes DOF em contigs referentes ao
genoma de E. uniflora;

2. Caracterizar as sequéncias proteicas através da identificacdo de dominios e
motivos conservados usando uma abordagem in silico;

3. Caracterizar as sequéncias gendOmicas dos genes DOF e suas regides
reguladoras por analises in silico;

4. Reconstruir uma filogenia incluindo as sequéncias identificadas em E.
uniflora e sequéncias de outras espécies de plantas para identificar e
classificar os grupos ort6logos nessa espécie;

5. Revisar e analisar a literatura publicada sobre os genes DOF;

6. Reconstruir uma filogenia dos genes DOF com o maior numero de familias

representadas para elucidar a historia evolutiva dos grupos ortélogos.



3. Capitulo I - Identificacéo e caracterizacdo dos fatores de

transcricdo DOF em E. uniflora

Edgar Luis Waschburger?, Frank Guzman? e Andreia Carina Turchetto-Zolet'*

Programa de Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, Departamento de
Genética, Instituto de Biociénicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGYS), Brasil

2Direccion de Recursos Genéticos y Biotecnologia, Instituto Nacional de Innovacion
Agraria, Av. La Molina 1981, Lima 12, Per(

*Corresponding author: carina.turchetto@ufrgs.br

O Capitulo | desta dissertacdo € um manuscrito em preparacdo que contempla os
objetivos 1-4 desta dissertacdo e serd posteriormente submetido a uma revista de

circulacéo internacional.
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4. Capitulo Il — DOF transcription factors: from gene family expansion and

diversification towards biological functions and adaptation

Edgar Luis Waschburger, Jodo Pedro Carmo Filgueiras e Andreia Carina Turchetto
Zolet

O segundo capitulo desta dissertacdo esta apresentado em formato de artigo cientifico,
uma revisdo que se encontra em preparagdo contemplando os objetivos 5 e 6 desta
dissertacdo, e sera posteriormente submetida para a revista Genetics and Molecular
Biology.
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5. Consideracdes Finais

A familia de fatores de transcricdo DOF faz parte de um amplo leque de funcdes
bioldgicas em organismos do clado viridiplantae. Com um grande interesse
biotecnolégico no estudo dessa familia génica, a identificacdo e caracterizacdo dos
mesmos em espécies nativas € uma estratégia de pesquisa e prospec¢do génica. Em
pitangueira, identificamos um total de 28 genes DOF, dos quais 20 foram agrupados em
grupos funcionais conservados identificados por métodos filogenéticos. As analises em
individuos de populagdes da mata ciliar e restinga nos informaram que o arsenal de
genes DOF aparenta estar conservado, sendo regulados de acordo com a necessidade da
planta nas condicdes em que se apresenta. Com a analise promotora, motivos
identificados nos fazem pensar sobre as possiveis fungdes ainda desconhecidas dessa

familia génica.

A partir do nosso estudo em pitanga, sentimos a falta de estudos com foco evolutivo
sobre 0s genes DOF, assim fomos motivados para conduzir uma revisao sistematica
acerca da literatura ja publicada e explorar a historia evolutiva pouco comentada desta
familia génica. Com a identificagdo de 10 grandes grupos funcionais, pudemos inferir a
funcdo sobre genes homdlogos agrupados com sequéncias j& caracterizadas e trazer a
luz a diversificacdo dos genes DOF. Com apenas uma sequéncia representante em algas,
a familia de fatores de transcricdo DOF foi ganhando membros a partir de eventos de
duplicacdo génica/genémica, com uma grande expansdo em plantas angiospérmicas.
Entretanto, também foram identificados eventos de perda de genes DOF em certas

linhagens de plantas, como plantas monocotiledéneas.

Considerando o segundo capitulo, com anélises mais robustas, os resultados do
primeiro capitulo terdo que passar por uma etapa de reanalise quanto aos grupos
funcionais identificados, provavelmente também aumentando o nimero de sequéncias
de pitangueira que serdo agrupadas. Por fim, a dissertacdo cumpriu com seus principais
objetivos, trazendo novas perspectivas quanto a origem e diversificagdo dos genes DOF
e servindo como fundacéo para a formulagéo de pesquisas futuras e guia para estudos

funcionais acerca desta familia génica.

55



6.

Bibliografia

Falcdo TR, de Araujo AA, Soares LAL, et al. Crude extract and fractions from Eugenia uniflora Linn
leaves showed anti-inflammatory, antioxidant, and antibacterial activities. BMC Complement
Altern Med. 2018;18(1):1-12. d0i:10.1186/s12906-018-2144-6

Silva-Rocha WP, de Brito Lemos VL, Ferreira MRA, et al. Effect of the crude extract of Eugenia
uniflora in morphogenesis and secretion of hydrolytic enzymes in Candida albicans from the oral
cavity of kidney transplant recipients. BMC Complement Altern Med. 2015;15(1):1-15.
doi:10.1186/s12906-015-0522-x

Santos KKA, Matias EFF, Tintino SR, et al. Anti-Trypanosoma cruzi and cytotoxic activities of
Eugenia uniflora L. Exp Parasitol. 2012;131(1):130-132. doi:10.1016/j.exppara.2012.02.019

Rattmann YD, De Souza LM, Malquevicz-Paiva SM, et al. Analysis of flavonoids from eugenia
uniflora leaves and its protective effect against murine sepsis. Evidence-based Complement
Altern Med. 2012;2012. doi:10.1155/2012/623940

Sobeh M, El-Raey M, Rezq S, et al. Chemical profiling of secondary metabolites of Eugenia
uniflora and their antioxidant, anti-inflammatory, pain killing and anti-diabetic activities: A
comprehensive approach. J Ethnopharmacol. 2019;240(April):111939.
doi:10.1016/j.jep.2019.111939

Oliveira-Filho, Ary T. & Fontes MAL. Patterns of Floristic Differentiation among Atlantic Forests in
Southeastern Brazil and the Influence of Climate ’. Biotropica. 2000;32:793-810.

Scarano FR. Structure , Function and Floristic Relationships of Plant Communities in Stressful
Habitats Marginal to the Brazilian Atlantic Rainforest. Ann Bot. 2002;90:517-524.
doi:10.1093/aob/mcf189

Roesch LFW, Vieira FCB, Pereira VA, et al. The Brazilian Pampa: A Fragile Biome. Diversity.
2009;1(2071-1050):182-198. doi:10.3390/d1020182

Turchetto-Zolet AC, Turchetto C, Cruz F, et al. Phylogeography and ecological niche modelling in
Eugenia uniflora (Myrtaceae) suggest distinct vegetational responses to climate change between
the southern and the northern Atlantic Forest. Bot J Linn Soc. 2016;182(3):670-688.
doi:10.1111/b0j.12473

56





