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RESUMO

O Brasil € considerado o maior produtor de citros do mundo detendo atualmente
cerca de 26% da producao de laranjas e 53% de suco, gerando em torno de 1,5
bilhdo de doblares anuais com a exportacdo de suco concentrado congelado de
laranja. No entanto, ao longo dos anos, os citros vém sofrendo perdas significativas
na producdo devido a fatores ambientais e, principalmente, patolégicos.
Phytophthora parasitica, clorose variegada dos citros (CVC), leprose dos citros e
virus da tristeza dos citros (CTV) sdo os principais agentes causadores de doencgas
em citros. Uma estratégia relevante atualmente € explorar bancos de dados para
analisar a expressao de genes envolvidos nas respostas de plantas a patégenos,
visando o entendimento das funcdes bioldgicas destes genes bem como o
direcionamento de trabalhos futuros considerando sua aplicagao biotecnoldégica. O
objetivo desse trabalho foi identificar e caracterizar a expressao de genes miraculina
de citros presentes no banco de dados CitEST, usando ferramentas computacionais
e caracterizar in silico a expresséo de genes miraculina em pelo menos uma espécie
de citros encontrada no CitEST. Foram feitas buscas por genes do tipo miraculina
em citros no banco de dados do genoma funcional dos citros — CitEST, usando o
programa Unigene Editor e a palavra-chave “miraculin” e as sequencias identificadas
foram analisadas usando o BLASTx para encontrar sequencias homodlogas a
miraculina no banco de dados GenBank. Foram encontrados 127 genes do tipo
miraculina no banco de dados CitEST, os quais estdo expressos em 6érgaos das
espécies Poncirus trifoliata, Citrus reticulata, C. sinensis e C. aurantium. Além disso,
existem genes miraculina com homologia ao inibidor de proteinase e expressos em
orgaos de Poncirus trifoliata induzidos sob condicdes de patdégenos.

Palavras-chave: CitEST, Poncirus trifoliata, Clorose Variegada dos Citros,
Phytophthora parasitica, genoma funcional.



ABSTRACT

Brazil is considered the largest producer of citrus in the world currently holding about
26% of production and 53% orange juice, generating approximately $ 1.5 billion with
annual exports of frozen concentrated orange juice. However, over the years, the
citrus have suffered significant losses due to environmental factors and particularly
pathological. Phytophthora parasitica, citrus variegated chlorosis (CVC), leprosis
citrus and citrus sadness virus (CTV) are the major causative agents of disease in
citrus. A strategy is currently exploring relevant databases to analyze the expression
of genes involved in plant responses to pathogens in order to understand the
biological functions of these genes and the direction of future work considering their
biotechnological applications. The aim of this study was to identify and characterize
the expression of genes present in citrus miraculin database CitEST, using
computational tools to characterize and in silico miraculin gene expression in at least
one citrus species found in GitEST. We searched for genes in citrus type miraculin in
the database of functional genome of citrus - GitEST using Unigene Editor program
and the keyword "miraculin" and identified the sequences were analyzed using
BLASTXx to find homologous sequences in miraculin GenBank database. We found
127 genes in the type miraculin database CItEST, which are expressed in organs of
species Poncirus trifoliata, Citrus reticulata, C. sinensis and C. aurantium.
Furthermore, there are miraculin genes with homology to proteinase inhibitor

expressed in organs and Poncirus trifoliata induced under conditions of pathogens.

Keywords: CitEST, Poncirus trifoliata, Citrus Variegated Chlorosis, Phytophthora

parasitica, functional genome.
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1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira detém atualmente cerca de 26% da producdo de
laranjas e 53% do suco, tornando-se um dos setores mais competitivos do
agronegécio mundial de citros (RIETH, 2012). O Brasil além de ser considerado o
maior produtor de citros do mundo, € também considerado o maior exportador de
suco concentrado congelado de laranja, tem gerado cerca de 1,5 bilhdo de délares
anuais, juntamente com outros derivados (BRAGA, 2010).

Dentre os principais agentes causadores de doengas em citros, temos como
principais destaques: Phytophthora parasitica Dastur, causadora da gomose dos
citros, provocando a podriddo do pé, tronco, raizes e radicelas, presente em todas
as fases de desenvolvimento da planta, provocando perdas irreparaveis para a
citricultura; clorose variegada dos citros (CVC) causada por uma bactéria
denominada Xylella fastidiosa, a planta quando inoculada por esse patégeno,
apresenta manchas pequenas e amarelas internervais na face superior da folha,
manchas de coloracdo marrons avermelhadas na face inferior, provocando ainda,
obstrucdo dos vasos xilematicos, (CAVALCANTI, 2005); leprose dos citros,
provocada por um agente vetor denominado Brevipalpus phoenicis. Essa doenca
provoca lesbes necréticas em ramos, folhas e frutos (BITANCOURT,1955),
causando varios prejuizos na producgéao citricola. E por fim, o virus da tristeza dos
citros (CTV), o qual € transmitido pelo pulgdo preto dos citros, Toxoptera citricidus
Kirk e por meio de material propagativo (GARNSEY & LEE, 1989). Os sintomas
apresentados pelo CTV ocorre de forma variavel, dependendo da estirpe presente e
da simbiose entre copa/porta-enxerto afetada.

Esses patégenos tém sido a causa de grandes perdas em pomares de citros,
levando-os a prejuizos inestimaveis, devido a tais problemas, o programa de
melhoramento genético de citros se faz necessario, visando diversificar variedades
de porta-enxertos que sejam eficazes e resistentes a pragas, doencas, condi¢cdes
edafoclimaticas, entre outras. O Limdo Cravo, mesmo sendo suscetivel a algumas
doencas, é ainda, o porta-enxerto mais utilizado no Brasil, apresentando “diversas”
vantagens como produgao precoce, alto vigor e compatibilidade com todas as copas
(MAZZINI, 2009). Soares Filho et al. (2000) alegam que a tangerina ‘Sunki’ por
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possuir alto pegamento, baixa poliembrionia e elevada frequéncia de hibridos, é
considerada um importante parental feminino em programas de melhoramento
genético de citros, principalmente quando se é usada com o parental masculino
Poncirus trifoliata e seus hibridos. O porta-enxerto, Poncirus trifoliata (L.) Rafinesque
‘Rubidoux’, espécie unica do género € indicado para combinagdes com laranjas,
limas acidas e tangerinas, apresenta boas caracteristicas fitossanitarias de
interesses agrondmicas como: resisténcia a nematéides, CTV, xiloporose e,
principalmente, a Phytophthora spp (SIVIERO et al, 2002). Este porta-enxerto induz
melhor qualidade do suco, no entanto, é intolerante ao exocorte, ao declinio e a seca
(MARENGO, 2009; FARIA, 2007).

Sabendo que a molécula de DNA contém as informacdes genéticas dos seres
vivos e sdo elas as responsaveis pelas caracteristicas hereditarias, uma estratégia
relevante atualmente é explorar bancos de dados para analisar a expressao de
genes envolvidos nas respostas de plantas a patégenos, visando o entendimento
das funcgbes biolégicas destes genes bem como o direcionamento de trabalhos
futuros considerando sua aplicacdo biotecnoldgica. Neste contexto, o estudo de
genes do tipo miraculina em plantas de citros se faz necessério para a citricultura,
uma vez que as proteinas codificadas por eles tém sido descritas associadas a
defesa da planta e a modificagdo do sabor acido em doce. Por isso, 0 objetivo geral
deste trabalho foi identificar e caracterizar a expressdo de genes miraculina de
citros, presentes no banco de dados CitEST, usando ferramentas computacionais. O
objetivo especifico foi caracterizar in silico a expressao de genes miraculina em pelo

menos uma espécie de citros encontrada no GitEST.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Citros

Os citros séo plantas dicotiledéneas que pertencem a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae, Possuindo cerca de 13
géneros e 65 espécies, onde: Citrus, Fortunella e Poncirus sao consideradas de
grande importancia econémica no mundo (BRUGNARA, 2006). Tais géneros sao
Conhecidos popularmente e comercialmente pelos seus frutos, dentre eles as
laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata, C. deliciosa e C. sunki), limas
acidas como o Tahiti (Citrus latifolia), limdes (Citrus limonia) e o galego (Citrus
aurantiifolia), doces como o pomelo (Citrus paradisi), a cidra (Citrus medica), a lima
da Pérsia (Citrus limettioides), laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus
grandis) (CEAGESP, 2011), (Figura 1).

Figura 01. Espécies de citros: A (Citrus sinensis); B (Citrus limonia); C (Citrus
reticulata); D (Citrus paradisi); E (Citrus latifolia); F (Citrus grandis); G (Citrus
medica).

As plantas citricas desse género, em sua maioria, sdo plantas que possuem
porte médio (arbustivo/arbéreo), apresentando flores brancas e aromaticas, onde
seus frutos possuem em seu interior, vesiculas preenchidas por um suco que é de
grande interesse comercial (ARAUJO et al; 2005). A reproducdo dessas plantas
ocorre de forma, sexuada, por fecundagao cruzada e por meio de autopolinizagéo, e
assexuada, por meio de apomixia nucelar (MACHADO et al; 2005). Nessas plantas,
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geralmente, o numero basico de cromossomos é X = 9, onde a diploidia é 2n = 2x =
18 (MOREIRA; P10, 1991).

Acredita-se que os primeiros relatos sobre a utilizagdo dos citros, tanto do
ponto de vista ornamental quanto alimenticio seja bastante antiga e teria surgido na
China, de |a teria se espalhado pelo resto do mundo, mais especificamente para a
Europa, seguindo depois para as Américas, Africa e por ultimo, Australia (MAZZINI,
2009). Os citros sao originarios do Continente Asiatico, e s6 foram introduzidos em
nosso territério na época do Brasil Colbnia, tendo sido trazidos pelos colonizadores
portugueses, onde encontraram condi¢des apropriadas para o seu desenvolvimento
(COELHO, 2001).

2.2 A importancia da citricultura no Brasil

A citricultura brasileira detém, atualmente cerca de 26% da producédo de
laranjas e 53% do suco, tornando-se um dos setores mais competitivos do
agronegécio mundial de citros (RIETH, 2012). O Brasil além de ser considerado o
maior produtor de citros do mundo, € também considerado o maior exportador de
suco concentrado congelado de laranja, tem gerado cerca de 1,5 bilhdo de délares
anuais, juntamente com outros derivados (BRAGA, 2010).

Segundo dados do IBRAF (2010), China e india sdo considerados os paises
lideres como produtores mundiais de frutas, ficando o Brasil com a terceira
colocacao, no entanto, com relacdo a producao de citros, € considerado o maior
produtor mundial com mais de 19 milhdes de toneladas, sendo o Estado de Séo
Paulo o mais importante pdlo produtor com aproximadamente 83% da producéo
brasileira. Na 0ltima década, observa-se que as regides Sul e Nordeste vém
contribuindo de maneira relevante na produgéao de citros (Revista Verde, 2011).

2.3 A importancia da citricultura para a regidao Nordeste e o estado da Paraiba

Segundo Azevedo (2003), de toda producao nacional de citros do Brasil, a
regido Nordeste é responséavel por cerca de 9% desta produgado, colocando-a no
ranking de 2° maior produtor de citros, onde o estado da Bahia assume a lideranca
seguida por Sergipe, favorecendo desta forma, uma inquestionavel importancia
econdmica. Em meio aos estados produtores da Regido Nordeste, a Paraiba
assume o 8° lugar no ranking, onde a produgcdo de tangerinas € sua grande
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importancia (INTESA, 2010). Segundo dados do IBGE (2011), os principais
municipios paraibanos produtores de citros sdo Matinhas, Alagoa Nova, Sé&o
Sebastido de Lagoa de Roga, Lagoa Seca e Esperanga, sendo tangerina ‘Dancy’
(Citrus tangerina Hort. ex.; Tanaka) o cultivo predominante de citros nesses

municipios.

O Brasil lidera o ranking mundial como sendo o maior produtor de citros do
mundo, ocupado dessa forma, lugar de destaque no pais ndo apenas por seu
grande valor de exportacdo, mas também, por sua importancia social em gerar
grande numero de empregos (ROSSETTO, 2010). Os citros ao longo dos ultimos
anos vém enfrentando diversos problemas, principalmente, de origem fitossanitaria,
0 que tém e muito afetado a produtividade dos mesmos. Varias doencas de origem
bacteriana vém afetando a cultura dos citros, dentre elas: a clorose variegada dos
citros (CVC), o cancro citrico e, mais recentemente, o Huanglongbing (HLB), sendo
estes, os maiores desafios enfrentados até o presente momento (FAVERO, 2010). A
maioria das doencas causadas em citros pelos patégenos acima citados, ja foram e
outros ainda sao, os grandes vilbes responsaveis por perdas econdmicas

significativas para o mercado brasileiro.

Sao exemplos de algumas doengas de origem bacteriana que afetam os citros:
a clorose variegada dos citros (CVC) causada por Xylella fastidiosa, o cancro citrico,
por Xanthomonas axonopodis pv citri e mais recentemente, o Huanglongbing,
causado por Candidatus Liberibacter, esta conhecidan também como greening;
causadas por fungos temos: pinta preta (Guignardia citricarpa Kiely), verrugose
(Elsinae ssp), melanose (Diaporthe citri), podridao floral (Colletotrichum acutatum) e
a gomose de Phytophthora (Pytophthora spp); dentre as causadas por virus,
destacam-se a tristeza dos citros (Citrus tristeza virus) e a leprose dos citros (Citrus
leprosis virus). Ha ainda, doengas de causas desconhecidas que também sao
importantes como: a morte subita dos citros (MSC) e o declinio dos citros
(FUNDECITRUS, 2010). Merecem destaque, algumas espécies de patdgenos
observadas nas bibliotecas de citros estudadas, dentre elas: a clorose variegada dos
citros (CVC), a leprose dos citros, virus da tristeza dos citros (CTV) e a Phytophthora

prasitica.
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2.4 A clorose variegada dos citros (CVC) causada por Xylella fastidiosa

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) € uma doenca causada pelo patégeno
Xylella fastidiosa, uma bactéria gram-negativa que pertence a classe das
Gamaproteobactérias, familia Xanthomonadaceae (BERNARDES, 2010). A CVC,
também denominada como ‘amarelinho dos citros’, foi descoberta pela primeira vez
no ano de 1987, em pomares de regides noroeste pertencentes ao Estado de Sao
Paulo vitimando as principais variedades de Citrus sinensis L.Osbeck (ROSSETTI &
DE NEGRI, 1990; CAVALCANTI, 2005). Sendo restrita apenas aos vasos
xilematicos da planta, essa bactéria necessita, principalmente, da agao dos insetos
vetores das familias Cicadellidae, Cicadellinae e Cercopidae para a sua
disseminacdao (MARUCCI et al., 2002), insetos sugadores conhecidos popularmente
como cigarrinhas (LOPES, 1996). E em menor proporcao, a bactéria também se
dissemina nas plantas citricas por meio de borbulhas (MACHADO et al, 1992). Até o
presente momento, ndo se tém relatos de sintomas de CVC em variedades como
tangerinas comerciais (Cravo, Ponca), limbées verdadeiros (Siciliano, eureca), tangor
Murcote, entre outras, no entanto, todas as variedades de laranja doce sédo afetadas
por essa doenca sobre diferentes porta-enxertos (CAVALCANTI, 2005).

A CVC apods ser transmitida para a planta obstrui os vasos xilematicos
(FUNDECITRUS, 2010). Os sintomas iniciais da doenga aparecem na copa e depois
se espalha para outras partes da planta, quando se encontra em estadio avangado,
brota pouco e possui crescimento reduzido (CAVALCANTI, 2005). As plantas
inoculadas por CVC perdem grande parte da sua capacidade de realizar
fotossintese, o que ird influenciar em sua baixa produtividade e na producao de
frutos raquiticos (RIBEIRO, 2002). O sintoma aparente da CVC inicia-se com
pequenas manchas amarelas internevais presentes na face superior foliar
(CAVALCANTI, 2005). Segundo ROSSETTO (2001), A CVC pode ser encontrada
em varias regides distintas produtoras de citros no Brasil, entre elas, Santa Catarina,
Paranda, Rio Grande do Sul e outras, s6 no Rio Grande do Sul, ela se faz presente
em 32 municipios. Uma medida bastante recomendavel para o controle da CVC é a
realizacdo da poda para eliminacdo dos ramos infectados, pois essa importante
medida tem a capacidade de eliminar as fontes de indculo pelas quais as cigarrinhas
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poderiam adquiri e transmitir as bactérias, tal medida também evita a proliferacao da
bactéria na planta (CAVALCANTI, 2005), (Figura 02).

Figura 02. Imagens de CVC em citros.

2.5 Virus da leprose dos citros (Citrus leprosis virus, CiLV)

Uma das mais importantes viroses presentes na citricultura brasileira é a
leprose dos citros, sendo esta, causada pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C) que é
transmitida pelo acaro denominado Brevipalpus phoenicis (BASTIANEL et al., 2008).
De acordo com ROODRIGUES et al (2003) sdo conhecidas duas formas do virus da
leprose, uma de rara ocorréncia e que estd associada ao nucleo celular (CiLV-N) e
outra que esta associada ao citoplasma da célula (CiLV-C) onde, esta, ocorre com
maior frequéncia (RODRIGUES et al., 2003), ha algumas décadas, essa doenca é
citada como sendo uma das mais graves da citricultura, acarretando varios danos e
prejuizos a producao citricola (RODRIGUES et al, 2001). O virus transmitido de
forma persistente induz unicamente, o aparecimento de sintomas locais nas plantas
(MARQUES et al., 2007). De acordo com Bitancourt (1955), as les6es necréticas

ocorrem em ramos, folhas e frutos (Figura 03).



22

Figura 03. Imagens de leprose em citros.

2.6 Doencas de Phytophthora em citros

Compreendendo mais de 90 espécies, 0 género Phytophthora € pertencente ao
reino Stramenopila, ao filo Oomicota, a classe Oomicetes e da ordem Pythiales
(SASSERON, 2008). Atualmente, onze espécies de género Phytophthora estao
associadas a doencas prejudiciais em citros (ERWIN & RIBEIRO, 1996). TIMMER et
al. (2000), alegam que em todas as regides citricolas do mundo, o agente causador
da gomose se faz presente, provocando elevados custos na protecdo e no controle
em viveiros € no campo (TIMMER et al., 2000). Dentre os géneros Phytophthora,
apenas duas espécies foram relatadas no Brasil como sendo causadoras de
doencas em citros, Phytophthora nicotianae Breda de Haan (P. parasitica Dastur) e
Phytophthora citrophthora (BASSAN et al., 2010). No entanto, a presengca de
Phytophthora parasitica € a de maior predominancia na maioria dos viveiros e
pomares comerciais (FEICHTENBERGER, 2001). Dentre os sintomas causados por
este patbgeno podemos citar: podriddes de raizes e radicelas, a podridao do colo e
do tronco (gomose) e rachaduras na casca (SILVA et al., 2008). Feichtenberger
(2001) salienta que dentre as manifestagdes dos sintomas provocados por
Phytophthora ssp., podridoes de raizes e radicelas estdo entre as mais relevantes

encontradas em pomares de citros.

Dentre os principais métodos de controle da gomose estado: plantio de mudas
sadias, evitar plantio em éareas encharcadas por agua, evitar plantio em areas
infestadas com o patégeno, evitar ferimentos nas plantas todas as vezes que se faz
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necessario o controle cultural, realizar controle quimico com uso sistémico, entre
outros, no entanto, o método mais econémico e eficiente, ainda continua sendo o
uso de cultivares resistente a gomose (SIVIERO, 2001). Ocorrendo a mais de cem
anos no Brasil, a gomose de Phytophthora s6 passou a ter importancia maior com o
surgimento do virus da tristeza dos citros (CTV) nos anos 40, tendo este, devastado
cerca de 90% dos pomares citricolas do estado de Sao Paulo, neste mesmo
periodo, as plantas citricas estavam enxertadas sobre a laranja ‘azeda’ (Citrus

aurantium L.), a qual é resistente a Phytophthora (BOAVA et al., 2003), (Figura 04).

;. . s L
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Figura 04. Imagens de Phitophthora em citros

2.7 Melhoramento Genético de Citros

Pragas e doencas sdo capazes de causar danos irreversiveis em plantacoes
de citros, agindo negativamente na produtividade e na producao desses pomares,
podendo ainda, influenciar também, de forma negativa na qualidade e quantidade
dos frutos citricos (GARBIN et al.,2009). Com o aumento de problemas relacionados
a doencas em citros em todo o mundo, fez-se necessario o uso de ferramentas
biotecnoldgicas nos programas de melhoramento genético em citros, o qual é de
suma importancia em facilitar o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas
superiores (COSTA et al., 2003).

As mudas citricas podem ser produzidas, principalmente, por sementes e por
enxertia (CARVALHO et al, 2005), existindo, ainda, outros métodos como a
estaquia, o cultivo de tecidos (POMPEU JUNIOR, 2005) e a microenxertia, método
que permiti separar o material contaminado da maioria dos patégenos (BAPTISTA et
al., 1991). O método de enxertia une tecidos de duas espécies de planta de uma

mesma familia, favorecendo na precocidade da producéo, planta de menor porte e
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com alta capacidade reprodutiva, maior qualidade e quantidade de frutos, melhor
desenvolvimento e vigor da copa, resistente a pragas e doencas, e ainda favorece
uma melhor capacidade de adaptagdo da planta as condicbes adversas do
ambiente, dentre outras (POMPEU JUNIOR, 2005). Mourdo Filho et al (2002)
afirmam que, além de gerar frutos diferenciados, o melhoramento genético também
vai garantir a sanidade dos pomares assim como a sua produtividade, mesmo
sendo uma ferramenta que leva um longo periodo de tempo para dar resultados,
mas, que sao permanentes. Soares Filho et al. (2000) alegam que a tangerina
‘Sunki’ por possuir alto pegamento, baixa poliembrionia e elevada frequéncia de
hibridos, €& considerada um importante parental feminino em programas de
melhoramento genético de citros, principalmente quando se é usada com o parental

masculino, Poncirus trifoliata e seus hibridos.

Citrus sunki é um importante porta-enxerto que se originou no sudeste da
China, é indicado para laranjas, tangerinas e pomelos, possuindo diversas
caracteristicas de interesse comercial devido sua tolerdncia ao declinio, a
xiloporose, CTV, sorose e por apresentar resisténcia a solos salinos e a seca, e
ainda, por induzir boa formacdo de copa (SIVIERO et al.,, 2002). No entanto, a
tangerina sunki apresenta aspectos indesejaveis como: o numero de sementes
viaveis por fruto € produzido em pequenas quantidades, além disso, é suscetivel a
gomose (MARENGO, 2009; FARIA, 2007). O porta-enxerto, Poncirus trifoliata (L.)
Rafinesque ‘Rubidoux’, espécie unica do género € indicado para combinagbes com
laranjas, limas acidas e tangerinas, apresenta boas caracteristicas fitossanitarias de
interesses agronémicas como: resisténcia a nematdides, CTV, xiloporose e,
principalmente, a Phytophthora spp (SIVIERO et al, 2002). Este porta-enxerto induz
melhor qualidade do suco, no entanto, é intolerante ao exocorte, ao declinio e a seca
(MARENGO, 2009; FARIA, 2007).

2.8 Importancia de genes Miraculina

Os primeiros estudos a cerca do gene miraculina (Mir) foram realizados em
bagas vermelhas de um arbusto tropical nativo da Africa Ocidental denominado
Richadela dulcifica (fruto do milagre), ela € uma glicoproteina que tem a capacidade
de modificar o sabor azedo em doce (TREERASILP & KURIHARA, 1988;
THEERASILP et al., 1989). Como forma de melhorar a palatividade das bebidas e
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alimentos acidicos, os indigenas, frequentemente, utilizavam as bagas do arbusto do
fruto do milagre (SUGAYA, 2008). Miraculina esta presente, unicamente, nas bagas
vermelhas do fruto do milagre, ndo tendo sido observada a presenca da mesma, em
outras partes da planta (HIRAI, 2011), mais precisamente, ela esté localizada entre
os espacos intercelulares do fruto (HIRAI et al, 2009).

Treerasilp e Kurihara (1988) descobriram a miraculina como 0 Unico
polipeptidio com 191 aminoacidos, sua sequencia completa purificada a partir de
frutos de Richadela dulcifica. Mir possui sua estrutura de oligossacarideos N-ligados
a sitios de pontes de dissulfeto (TREERASILP et al., 1989). No entanto, outros
trabalhos foram realizados com miraculina e ficou comprovado que uma sequencia
de 220 aminoacidos foi determinada, onde 759 bp (pares de bases) que codificam
para a cDNA miraculina foram clonadas e sequenciadas (MASUDA et al. 1995), Mir
forma um dimero e seu peso molecular aparentemente é de 47 kDa (HIRAI et al,
2009).

Em um estudo com alface transgénico, Sun et al., (2006) afirmaram que a
proteina miraculina tem um principio ativo incomum, ao ser capaz de transformar o
sabor amargo em doce, e ainda acrescentaram que, a grande quantidade expressa
dessa proteina em folhas de alface foi de grande relevancia, possuindo, entéo, a
atividade indutora do sabor doce. Miraculina, por si s6, ndo é doce, mas possui a

propriedade de modificar o sabor amargo em doce (HIRAI et al., 2011).

Miraculina € uma proteina relativamente solluvel e termoestavel, podendo ser
um eficiente adocante em alimentos quem contém acidos, como os refrigerantes;
essa proteina também pode funcionar muito bem, mesmo que em meios as
concentragdes extremas de baixas temperaturas (BACHCHU et al, 2011). Elas sao
usadas como adogantes, realgcadores de sabor, como suplementos de animais
forrageiros e na industria de processamento de alimentos (SUN et al., 2006).
Similaridade de sequéncia coloca a proteina codificada na familia da soja como
inibidor de tripsina (Kunitz). O mRNA da LeMir é encontrado na raiz, hipocétilo, e
tecidos de flores, com maior expressdo nas raizes. Inducéo rapida da expressao
sobre infecgdo por nematoides esta localizada na extremidade da raiz. Hibridizagao
in situ mostra que LeMir é expresso constitutivamente na coifa e na epiderme da

raiz.
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Outros estudos realizados com miraculina, por exemplo, no cultivo dessa
proteina em frutos de tomates transgénicos sob estresse salino, revelou que, nessas
condicdes, houve um maior teor de miraculina por grama de peso fresco do que os
frutos de tomates cultivados em condigbes de ndo estresse, acredita-se que esse
grande aumento de concentragdo de miraculina tenha ocorrido devido um efeito de
enriquecimento por miniaturizacdo dos tomates cultivados sob o estresse salino
(HIRAI et al., 2011). Sugaya et al (2008) alegam que quando o acido citrico é
exposto a miraculina, sua dogura induzida é estimada em cerca de 3000 vezes a da
sacarose, eles acreditam ainda que, o aumento de interesse por miraculina vem
crescendo devido ela possuir essa fascinante propriedade; essa funcdo em modificar
o sabor, pode ndo apenas, ser utilizado como adocgantes possuidores de baixas
calorias, mas também, como sendo a base de um novo estilo de vida para diabéticos
(TANASE et al., 2011).

No Japéo, o fruto do milagre esta sendo vendido in natura, em pé e em forma
de comprimidos, sendo bastante apreciado entre pessoas diabéticas e pessoas que
fazem dietas, miraculina € uma forma natural e derivada da fruta do milagre, sendo

sua oferta limitada devido as plantas terem origem tropical (SUGAYA, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

As sequéncias génicas estudadas foram obtidas do CitEST, do Centro APTA de
Citros Sylvio Moreira, Cordeiropolis-SP e as andlises computacionais foram
realizadas no Laboratério de Informatica do Centro de Educacéo e Saude — UFCG,
Cuité-PB.

3.1 Identificacao e caracterizacao molecular de genes Miraculina de citros

A busca por genes do tipo miraculina de citros foi realizada no banco de
dados do genoma funcional dos citros - CitEST
(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br) usando o progama Unigene Editor e a
palavra-chave “miraculin”. As informagdes das sequencias e o tamanho de cada
unigene foram coletadas. Em seguida, as sequéncias identificadas foram analisadas
usando o programa BLASTx (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) para
encontrar sequéncias homélogas a miraculina no banco de dado disponivel

mundialmente, o GenBank.
3.2 Analise in silico da expressao de genes Miraculina em P. trifoliata

O estudo da expressao de genes miraculina nos genomas das espécies de
citros presentes no banco de dados do genoma funcional dos citros — CitEST
(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br) foi realizado por meio da identificacdo do
namero de reads (ESTs, expressed sequence tags) de cada unigene e em quais
bibliotecas do CitEST elas foram localizadas. Neste trabalho procurou-se dar énfase
ao estudo da expresséo dos genes encontrados em Poncirus trifoliata.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Identificacao de genes do tipo miraculina em citros a partir do banco de
dados CitEST
Apbs o sequenciamento de bibliotecas de genes, uma etapa primordial é o

agrupamento (clustering) das sequéncias para eliminar a redundéancia, ou seja,
evitar que um mesmo gene seja contabilizado muitas vezes. Por critérios biologicos
e estatisticos, sequéncias iguais sdo entdo agrupadas in silico, e cada grupo é
considerado um Unico gene, ou unigene. Em se tratando do sequenciamento de
fragmentos de sequéncias expressas (ESTs, Expressed Sequence Tags), diz-se que
as sequéncias fazem parte de um genoma funcional. Isto porque a expressdo de um
gene em RNAm e posterior traducao deste em proteina esta associada a fungéo
biolégica que esse gene desempenha no organismo. Nestes casos, as bibliotecas de
genoma funcional sdo geradas a partir dos DNAs complementares aos RNAms
isolados a partir de tecidos/érgaos de uma determinada espécie, chamados cDNAs
(complementary DNA), os quais sao clonados e sequenciados, e as sequéncias
encontradas informam uma funcao biolégica associada a condicdo que o tecido se
encontrava quando os RNAms foram isolados. Além disso, o numero de ESTs
agrupado em cada unigene significa também quantas copias de um mesmo RNA foi
encontrado expresso naquela condigcao.

Neste trabalho, um total de 127 unigenes tipo miraculina foram encontrados
no banco de dados do genoma funcional dos citros (CitEST), usando a estratégia de
busca por palavra-chave “miraculin” no minibanco de unigenes de citros denominado
Unipaper2 (www.limonia.centrodecitricultura.br/unipaper2), presente no GCitEST
(www.centrodecitricultura.br/citest). Compostos por 1 ou mais ESTs isoladas a partir
de espécies de citros, estes unigenes representam possivelmente 127 genes
miraculina (genes Mir) existentes nos genomas das espécies vegetais encontradas,
comumente como familias multigénicas. Representando o unipaper2 estad o
agrupamento de sequencias expressas em 09 espécies de citros encontradas a
partir de 31 bibliotecas de cDNA, realizadas sob condigbes contrastantes de
estresses bidticos e abibticos, as quais compdem o banco de dados CitEST
(TARGON et al.,, 2007). Além dessas, o Unipaper2 esta ainda enriquecido por
sequéncias génicas expressas em 05 espécies de citros encontradas a partir de 33


http://www.limonia.centrodecitricultura.br/unipaper2
http://www.centrodecitricultura.br/citest
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bibliotecas de cDNA, que representam o banco de genes de citros da Universidade
de Harvard (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/).

Visando confirmar a confiabilidade dos dados automatizados, cada unigene
encontrado foi posteriormente analisado quanto a similaridade com sequéncias de
proteinas miraculina disponiveis em bancos de dados publicos, usando o Programa
BLASTx (GenBank/NCBI). Como resultado, todos os 127 unigenes apresentaram
regides de similaridade com proteinas do tipo miraculina (dados ndo mostrados). A
organizacao dos unigenes por espécie vegetal de origem levou a identificacdo de 79
unigenes contendo sequéncias expressas de Poncirus trifoliata (Tabela 01), 20 de
Citrus reticulata (Tabela 02), 25 de Citrus sinensis (Tabela 03) e 03 de Citrus

aurantium (Tabela 04).

Dos 79 unigenes do tipo miraculina encontrados em Poncirus trifoliata, 08
deles codificam proteinas cujas sequéncias de aminoacidos compartilham entre 65 a
90% de similaridade por BLASTx com o inibidor de tripsina (Trypsin inhibitor) de
Murraya koenigii, enquanto que os 71 unigenes restantes codificam proteinas cujas
sequéncias de aminoacidos compartilham entre 48 a 99% de similaridade com
outras proteinas miraculinas de Citrus aurantifolia, C. maxima, C. jambhiri, C.
limonia, Citrus x paradise, Citrus hybrid cultivar e Murraya paniculata (Tabela 01).


http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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Tabela 01. Identificagdo e similaridade dos unigenes do tipo Miraculina encontrados

em Poncirus trifoliata por BLASTX.

' SIMILARI
IDENTIFI TAMANHO No. DE NUMERO DE
CACAO UNIGENE (pb) ESTs ACESSO GENE ORGANISMO D@/SE
Putative . .
1 ATt 1181 4 gblABL67650.1 | miraculin-like Citrue fybrid 1 {27?/7)2
) protein 2 °
CAS-PT- L L 190/215
2 301251 1 1288 14 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (88%)
CAS-PT- T - 189/215
3 301450 1 961 5 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (88%)
Putative . .
4 SRSFT 1050 2 gblABL67650.1] | miraculin-like Citrus hybrid 1(88%51)3
: protein 2 °
Putative . .
5 300A137'7T1' 824 4 gbJABL67650.1] | miraculin-like C'tztﬁtiCé?r'd 1(%33;/ 02/1)3
) protein 2 °
Putative . )
CAS-PT- . S Citrus hybrid 189/213
6 1252 201 gb|ABL67650.1| miraculin-like ) o
301832.1 protein 2 cultivar (89%)
Putative . )
CAS-PT- . S Citrus hybrid 189/213
7 1254 1374 gb|ABL67650.1| miraculin-like ) 5
301859.1 protein 2 cultivar (89%)
Putative . .
CAS-PT- . P Citrus hybrid 161/214
8 1403 123 gb|ABL67650.1| miraculin-like . 5
301901.1 protein 2 cultivar (75%)
Putative
9 SOAZ%'ZPQT{ 967 8 gbJACL78790.1 | miraculin-like Citrus unshiu 2(19552)0
) protein 2 °
Putative . .
CAS-PT- . Lo Citrus hybrid 63/75
10 1063 3 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
302105.1 protein 2 cultivar (84%)
Putative . .
CAS-PT- . Lo Citrus hybrid 210/213
11 1188 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
302143.1 75 protein 2 cultivar (99%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 43/74
12 1536 79 gblABL67650.1] miraculin-like h
302644.1 protein 2 cultivar (58%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 91/108
13 885 14 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
302672.1 protein 2 cultivar (84%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 189/213
14 1392 22 gblABL67650.1] miraculin-like h
302686.1 protein 2 cultivar (89%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 76/110
15 302716.1 1055 2 gb|ABL67650.1| mlracul!n—llke cultivar (69%)
protein 2
CAS-PT- R L 185/233
16 302818.1 1041 16 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (79%)
CAS-PT- . Miraculin-like . . - 226/232
17 3028331 908 5 dbj|BAE79510.1| protein 1 Citrus jambhiri (97%)
18 302909.1 957 2 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (86%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 228/232
19 303019 1 727 3 gb|AAG38517.1| protein Citrus x paradise (98%)
Putative . .
20 g(g%g?{ 818 2 gblABL67650.1] | miraculin-like C't(':‘fm*\‘/é?r'd (885;;37)
) protein 2 °
Putative . .
CAS-- . L Citrus hybrid 199/214
21 841 5 gb|ABL67650.1| miraculin-like . o
303277.1 protein 2 cultivar (93%)
Putative . .
CAS-PT- . o Citrus hybrid 63/69
22 910 9 gb|ABL67650.1| miraculin-like . o
303362.1 protein 2 cultivar (91%)
Putative . .
CAS-PT- . P Citrus hybrid 174/194
23 303563.1 918 2 gb|ABL67650.1| miraculin-like cultivar (90%)

protein 2
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Putative . .
CAS-- . S Citrus hybrid 53/65
24 1428 26 gb|ABL67650.1| miraculin-like . 5
303420.1 protein 2 cultivar (82%)
CAS-PT- . Miraculin-like . . .. 215/223
25 3037141 945 9 dbj|BAE79511.1| protein 2 Citrus jambhiri (96%)
CAS-PT- Miraculin-like s 154/169
26 3040281 1246 26 gb|AEK31191.1| protein 1 C. aurantiifolia (91%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 204/213
27 1184 9 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
304155.1 protein 2 cultivar (96%)
CAS-- . Miraculin-like . . . 118/123
28 304370.1 657 12 dbj|BAE79511.1| protein 2 Citrus jambhiri (96%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 41/74
29 915 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
305239.1 protein 2 cultivar (55%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 89/172
30 902 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
305279.1 protein 2 cultivar (52%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 55/80
31 885 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
305831.1 protein 2 cultivar (69%)
Putative . )
CAS-PT- . S Citrus hybrid 53/81
32 823 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
305919.1 protein 2 cultivar (65%)
CAS-PT- . Miraculin-like . . . 79/165
33 3059221 890 1 dbj|BAE79510.1| protein 1 Citrus jambhiri (48%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 68/95
34 726 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
305953.1 protein 2 cultivar (72%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 62/75
35 3059831 1170 1 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (83%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 50/69
36 872 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
306167.1 protein 2 cultivar (72%)
CAS-PT- Miraculin-like . 91/135
37 306420.1 940 1 gb|AEK31195.1| protein 1 Murraya paniculata (67%)
CAS-PT- Miraculin-like . e s 69/78
38 306524.1 1056 1 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (88%)
CAS-PT- Miraculin-like . s 146/166
39 306694.1 1009 1 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (88%)
Putative . )
40 %*637;3':;1' 854 1 gblABL67650.1] | miraculin-like C'tgaslti’\‘/fr’r'd 12387/2/7)4
' protein 2 °
CAS-PT- Miraculin-like . . 117124
41 3068231 727 1 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (94%)
Putative . )
CAS-PT- . S Citrus hybrid 86/173
42 898 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
306943.1 protein 2 cultivar (50%)
CAS-PT- Miraculin-like . - 86/159
43 306965.1 947 1 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (54%)
CAS-PT- Miraculin-like . - 79/142
44 3069671 966 1 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (56%)
CAS-PT- Miraculin-like . s 49/56
45 307078.1 933 1 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (88%)
Putative . .
CAS-PT- . o Citrus hybrid 110/188
46 932 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like ; o
307191.1 protein 2 cultivar (59%)
CAS-PT- Miraculin-like . . . 57/86
47 307262.1 808 1 gb|AEK31190.1| protein 1 Citrus limonia (66%)
Putative . .
48 ??OA%SF;T{ 898 1 gbJABL67650.1] | miraculin-like C't(':‘fm*\‘/é?r'd ?gg;' )2
) protein 2 °
CAS-PT- L L 64/92
49 3073611 915 1 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (70%)
Putative . )
CAS-PT- . S Citrus hybrid 57/93
50 848 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
307482.1 orotein 2 cultivar (61%)
Putative . )
CAS-PT- . o Citrus hybrid 88/112
51 3075171 887 1 gb|ABL67650.1| miraculin-like cultivar (79%)

protein 2
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CAS-PT- Miraculin-like . 39/65
52 3075931 837 gb|AEK31195.1| protein 1 Murraya paniculata (60%)
CAS-PT- Miraculin-like . - 58/90
53 3075941 911 gb|AEK31191.1 protein 1 Citrus aurantiifolia (64%)
CAS-PT- L . 37/41
54 3076811 856 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (90%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 76/114
55 3077701 830 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (67%)
CAS-PT- S L 121/186
56 307790 1 804 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (65%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 60/81
57 3077981 833 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (74%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 82/131
58 842 gb|ABL67650.1| miraculin-like .
307826.1 protein 2 cultivar (63%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 35/52
59 597 gb|ABL67650.1| miraculin-like h
307872.1 protein 2 cultivar (67%)
CAS-PT- Miraculin-like . . . 28/44
60 307958.1 945 gb|AEK31190.1| protein 1 Citrus limonia (64%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 77/130
61 3079711 924 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (59%)
CAS-PT- Miraculin-like . 98/167
62 3082631 901 gb|AEK31195.1| protein 1 Murraya paniculata (59%)
Putative . )
CAS-PT- . o Citrus hybrid 75111
63 879 gb|ABL67650.1| miraculin-like . o
308283.1 protein 2 cultivar (68%)
Putative . .
CAS-PT- . P Citrus hybrid 103/188
64 903 gblABL67650.1| miraculin-like ; o
308375.1 protein 2 cultivar (55%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 32/39
65 3084321 586 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (82%),
Putative . .
CAS-PT- . o Citrus hybrid 99/189
66 853 gb|ABL67650.1| miraculin-like ) o
308523.1 protein 2 cultivar (52%)
Putative . )
CAS-PT- . o Citrus hybrid 47/55
67 951 gbl|ABL67650.1| miraculin-like ; o
308561.1 protein 2 cultivar (85%)
CAS-PT- Miraculin-like . e 151/167
68 3086261 966 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (90%)
Putative . )
CAS-PT- . o Citrus hybrid 156/179
69 858 gb|ABL67650.1| miraculin-like . o
308714.1 protein 2 cultivar (87%)
Putative . )
CAS-PT- . oo Citrus hybrid 99/123
70 903 gb|ABL67650.1| miraculin-like ) o
308833.1 protein 2 cultivar (80%)
CAS-PT- Miraculin-like . e 49/89
71 3089871 957 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (55%)
CAS-PT- S L 130/198
72 309120.1 822 gb|ACS37303.1| | Trypsin inhibitor Murraya koenigii (66%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 121/157
73 3092501 876 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (77%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 82/131
74 309320.1 863 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (63%)
Putative . .
CAS-PT- . S Citrus hybrid 56/67
75 971 gb|ABL67650.1| miraculin-like ;
309740.1 protein 2 cultivar (84%)
CAS-PT- Miraculin-like . e s 59/67
76 309963.1 771 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (88%)
CAS-PT- Miraculin-like . . 77187
77 309982.1 820 gb|AEK31192.1| protein 1 Citrus maxima (89%)
Putative . .
78 vt 907 gblABL67650.1] | miraculin-like Citrus hyorid 1(79%;8)0
) protein 2 °
CAS-PT- Miraculin-like . e 73/80
79 310818.1 800 gb|AEK31191.1| protein 1 Citrus aurantiifolia (91%)
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Dos 20 unigenes do tipo miraculina encontrados em Citrus reticulata, apenas
01 deles codifica uma proteina cuja sequéncia de aminoacidos deduzida compartilha
entre 71% de similaridade por BLASTx com o inibidor de tripsina ( Trypsin inhibitor)
de Murraya koenigii. Por outro lado, os 19 unigenes restantes codificam proteinas
cujas sequéncias de aminoacidos compartilham entre 54 a 100% de similaridade
com outras proteinas miraculinas de C. unshiu, C. maxima, C. jambhiri, Citrus x

paradise e “Citrus hybrid cultivar’ (Tabela 02).

Tabela 02. |dentificagdo e similaridade dos unigenes do tipo Miraculina encontrados

em Citrus reticulata por BLASTX.

DENTE | mceng | TAMMHO | MIMERO | ave | NOWERQDE | ORCAMSM | ppae
1 g(¢0857%|1 867 30 Miraculin—gke protein dbj|BAE79511.1] jawcrggflﬁri 2@24333
2 oS 910 21 Trypsin inhibitor | gblACS37303.1] | YU e 1(57"'1/ ;2/:)7
3 iy 1130 79 Miraculin-like protein | g AE79510.1] jf,gg‘;jﬁ %13362/3‘)2
4 CAS-CR- 085 10 Miraculin-like protein | gb|AAG38519.1| Citrus x 205/205

205086.1 3 AF283534 1 paradisi (100%)
5 ;}(?‘587%?1 902 5 Miraculin—l1ike protein dbj|BAE79510.1] jawcrggflﬁri 1(9994332
6 SOA588004F§1 1463 90 Miraculin-gke protein dbj|BAE79511.1] jfrggﬁri 2(1994533
8 g(¢588207R1 841 o4 Miraculin—gke protein dbj|BAE79511.1] j‘f’gz)ﬁri 2(29(;;3/02)3
1 I O il e e ol
o Gmen ] e | | mane [ewerwon | i [
11 gﬁSS&F: 870 1 Miraculin—l1ike protein gblAEK31192.1| mCaif(rilﬁa (6810/3/3
12 Koysig 941 1 F?‘Ic?rn:nhuﬂrlézf fiiihe dbj|AB213396.1| jfn’jg‘;ﬁri 2%33

protein 2, complete

13 ;Afgf?a 926 1 Miraculin-gke protein dbj|BAE79511.1] jacnivtirgﬁri 1(05%13/39
4| e | 1007 U | Miepotene | SACTSTON | ndi | ey
o oSl we | | Pemmen oo | om |
16 gfg)(%ﬁ 887 1 Miraculin—gke protein dbj|BAE79511.1] jfrg[,ﬁr/ 1(2972{3/38
17 21'6‘681&:{1 895 1 Miraculin—l1ike protein dbj|BAE79510.1] jaCnivtirgﬁri 1(1757/3/30
18 gﬁesgt%a 889 1 Miraculin-gke protein dbj|BAE79511.1] jacniqtirjﬁri 1(%69/3/08)7
19 ;A7S3§)R1 990 1 Miraculin-gke protein gbJAEK31196.1| ”?rl;l;z; (%OEZE/S
o | OSS| me | | st e | Che | o
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De um total de 25 unigenes do tipo miraculina encontrados em Citrus
sinensis, apenas 01 deles codifica uma proteina cuja sequéncia de aminoacidos
deduzida compartilha entre 71% de similaridade por BLASTx com o inibidor de
tripsina (Trypsin inhibitor) de Murraya koenigii. Por outro lado, os 24 unigenes
restantes codificam proteinas cujas sequéncias de aminoacidos compartilham entre
60 a 100% de similaridade com outras proteinas miraculinas de C. unshiu, C.

Jjambhiri, Citrus x paradise e Citrus hybrid cultivar (Tabela 03).
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Tabela 03. |dentificagdo e similaridade dos unigenes do tipo Miraculina encontrados

em Citrus sinensis usando BLASTX.

g g SIMILA
IDENTIFI TAMANHO | NUMERO NUMERO DE
CAQI:\O UNIGENE (pb) DE ESTs GENE ACESSO ORGANISMO RI%’}:\)DE
CAS-CS- IR Murraya 154/217
1 103444 1 822 8 Trypsin inhibitor gb|ACS37303.1| Koenigii (71%)
CAS-CS- Putative miraculin- . . 218/218
2 1035751 1068 78 like protein gb|ACL78790.1| Citrus unshiu (100%)
CAS-CS- Putative miraculin- . . 203/208
3 105567 1 815 2 like protein 2 gblACL78790.1| | Citrus unshiu (98%)
CAS-CS- Miraculin-like Citrus x 205/205
4 106095.1 1009 ’ protein 3 bIAAGSBS19.1| | s (1009%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 222/223
5 106143 1 1008 37 protein 2 dojlBAE7OST1AL | o mbhiri (99%)
CAS-CS- Putative miraculin- Citrus hybrid 178/180
6 106984.1 819 3 like protein 2 | 9PIABL67650.1] cultivar (99%)
CAS-CS- Putative miraculin- Citrus hybrid | 211/213
7 107226 1 908 6 like protein 2 | 9PIABL67650.1] cultivar (99%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 220/223
8 107297.1 894 9 protein 2 dojlBAE7OST111 | b (99%)
9 CAS-CS- 975 19 Miraculin-like gb|AAG38517.1| Citrus x 231/232
107308.1 protein AF283532_1 paradisi (99%)
10 CAS-CS- 850 17 Miraculin-like gbJAAG38519.1| Citrus x 202/205
107510.1 protein 3 AF283534_1 paradisi (99%)
11 CAS-CS- 1525 17 Miraculin-like gb|AAG38517.1| Citrus x 223/225
107556.1 protein AF283532_1] paradise (99%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 219/223
12 107757.1 943 13 protein 2 dofBAE7OSTT1 | o (98%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 219/223
13 108140 1 962 24 protein 2 dojlBAE7OST111 | b (98%)
14 CAS-CS- 758 5 Miraculin-like gbJAAG38517.1| Citrus x 64/66
109117.1 protein AF283532_1 paradise (97%))
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 178/221
15 119802.1 910 1 protein 2 doj[BAE79511.1] Jjambhiri (81%)
CAS-CS- Putative miraculin- . . 162/197
16 119964 1 1010 1 like protein 2 gb|ACL78790.1| | Citrus unshiu (82%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 53/59
17 120059.1 966 1 protein 2 dojBAE7OST1AL | o mbhiri (90%)
CAS-CS- Putative miraculin- : : 75/75
18 1920841 403 1 like protein 2 gb|ACL78790.1| Citrus unshiu (100%)
CAS-CS- Putative miraculin- . . 91/145
19 124320.1 771 1 like protein 2 gb|ACL78790.1| Citrus unshiu (63%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 134/222
20 124740.1 924 1 protein 1 doj[BAE7951011 | i (60%)
CAS-CS- Putative miraculin- Citrus hybrid 98/134
21 124786.1 810 1 like protein 2 gblABL67650.1| cultivar (73%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 38/38
22 1248691 387 1 protein 2 doj[BAE7OST1AI | o bhiri (100%)
CAS-CS- Miraculin-like . Citrus 173/196
23 125583.1 986 1 protein 2 dojlBAE7OST1AL | b (88%)
CAS-CS- Putative miraculin- . . 98/121
24 131323.1 1047 1 like protein 2 gbJACL78790.1| | Citrus unshiu (81%)
CAS-CS- Putative miraculin- Citrus hybrid 52/52
25 131338 1 999 ! like protein 2 | 9PIABL67650.1| cultivar (100%)

Apenas 03 unigenes do tipo miraculina foram encontrados em Citrus
aurantium, os quais codificam proteinas cujas sequéncias de aminoacidos deduzidas
compartilham entre 98 a 99% de similaridade por BLASTx com proteinas miraculinas
de C. unshiu, C. jambhiri e Citrus x paradise (Tabela 04).
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Tabela 04. |dentificagéo e similaridade por BLASTx dos unigenes do tipo Miraculina

encontrados em Citrus aurantium.

" SIMILAR
IDENTIFI TAMANHO | No.DE NUMERO DE

CAGAO UNIGENE (pb) ESTs GENE ACESSO ORGANISMO ID(Q[))E
CAS-CA- Putative miraculin- . . 217/218

1 4002621 820 5 like protein 2 gb|ACL78790.1| Citrus unshiu (99%)
CAS-CA- . . . gb|AAG38517.1| Citrus x 209/212

2 400355.1 683 5 Miraculin-like protein | = Ap5g3535 4 paradise (99%),
CAS-CA- Miraculin-like protein . Citrus 174177

8 402310.1 781 1 2 doj|BAE79511.1] jambhiri (98%)

4.2 Expressao de genes Mir de diferentes espécies de citros induzidos em
diferentes tecidos sob diferentes condicoes

Todas as células somaticas dos vegetais possuem a mesma informacao
genética do organismo, mas a diferenciacao celular e a atividade especializada dos
tecidos ocorrem porgque alguns genes se expressam e outros estdo desligados nos
diferentes tecidos. A atual hipdtese estabelece que quando um gene se expressa, a
proteina codificada por ele ira executar uma dada fungdo em uma determinada
célula/tecido/érgao do organismo e que a expressao génica pode acontecer em
resposta a alguma condicdo normal ou de estresse, seja bidtico ou abibtico.
Portanto, o estudo da expressdo de genes gera informagdes que respondem a
questdes a respeito das fungdes bioldgicas associadas a eles, tais como “quando?”
(sob qual condi¢ao?), “onde?” (em qual tecido?) e o “quanto?” (numeros de RNAs

transcritos ou de proteinas produzidas?) um determinado gene foi expresso.

Neste contexto, a andlise da expressdo dos genes do tipo miraculina
encontrados no genoma funcional dos citros (CitEST) levou a descoberta de que
estes foram isolados a partir de 21 bibliotecas de cDNA (DNA complementar ao
RNAm), sendo 04 de Poncirus trifoliata, 06 de Citrus reticulata, 10 de Citrus sinensis

e 01 de Citrus aurantium, em tecidos e sob as condi¢cbes descritas na Tabela 05.
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Tabela 05. Bibliotecas de citros indicando as espécies, tecidos e condigdes em que
os genes do tipo Miraculina selecionados foram expressos.

Identificacdao | N¢ - . -
da Biblioteca | EST Espécie Vegetal Tecido Condicao

Poncirus trifoliata var Rubidoux Nao inoculada com CTV -
PG Beily BAG 835 CN RG 035 Folha controle “mock™

P. trifoliata var Rubidoux BAG 835
PT11-C1-901 6968 CN RG 035 Folha Inoculada com CTV
e , N&o inoculado com
PT11-C2-300 4204 P. trifoliata var Rubidoux BAG 835 Casca Phytophthora parasitica
CN RG 035 p »
controle “mock
P. trifoliata var Rubidoux BAG 835 -
PT11-C2-301 2955 CN RG 035 Casca Inoculado com P. parasitica
. c : N&o inoculada com X.
CR05-C1-100 7490 C. reticulata cv ‘Ponkan Folha fastidiosa — Controle “mock”
CR05-C1-102 6891 C. reticulata cv ‘Ponkan’ Eallig  IEOEEE pgg)éy g‘f’? el
CRO5-C1-103 5853  C. reficulata cv ‘Ponkan’ Folhg Mectada por X. fastidiosa, 60
CR05-C3-700 5398 C. reticulata cv ‘Ponkan’ Fruto* 1 cm de diametro*
CR05-C3-701 6793 C. reticulata cv ‘Ponkan’ Fruto 2,5 cm de didmetro
CR05-C3-702 7056 C. reticulata cv ‘Ponkan’ Fruto 5 cm de diametro
CS00-C1-100 7185  C. sinensis cv ‘Péra IAC Folhg a0 nfectado X fastidiosa
CS00-C1-102 7231 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Folhg Mectada por X. fastidiosa, 30
CS00-C1-101 5899  C. sinensis cv ‘Péra IAC Folha ~ Mectadapor & fastidiosa,
CS00-C3-700 8454 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Fruto 1 cm de diametro
CS00-C3-701 7052 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Fruto 2,5 cm de diametro
CS00-C3-702 7909 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Fruto 5 cm de diametro
CS00-C3-703 6387 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Fruto 7 cm de diametro
CS00-C5-003 4330 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Flor Sadia de casa-de-vegetacao
CS00-C2-003 5451 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Casca Sadia de casa-de-vegetacao
CS00-C1-401 1068 C. sinensis cv ‘Péra IAC’ Folha Infectada por leprose dos citros
C. aurantium BAG cv 299 .

CA26-C1-002 5950 source/2380 Folha Sadia do campo

1) ESTs, Expressed Sequence Tags (fragmentos de sequencias expressas); 2) Controle mock
representa a mesma condicdo de inoculacdo exceto pela presenca do patégeno; 3) d.a.i. significa
dias ap6s a inoculagéao.

E possivel que existam mais do que 127 unigenes do tipo miraculina no
Unipaper2, uma vez que o banco de dados CItEST € muito extenso e abrangente,
contendo sequéncias de bibliotecas feitas no Brasil e em Harvard. Além disso,
existem sequencias miraculinas descritas no banco de dados mundialmente
disponivel, o GenBank/NCBI, de espécies que constam no Unipaper2, por exemplo
Citrus sunki. Especula-se que o programa de busca por palavra-chave ndo tenha
conseguido gerar e disponibilizar as informacées completas. Por outro lado, como as
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sequencias disponiveis no banco de dados estudado foram obtidas a partir de
bibliotecas de cDNA, onde a informagédo sequenciada foi gerada a partir de RNAm
expresso sob determinadas condigdes, existe ainda a possibilidade de que eventuais
genes Mir ndo tenham sido expressos nas espécies devido as condigdes em que

foram geradas as bibliotecas do Unipaper2.
4. 3 Estudo dos genes Mir expressos em Poncirus trifoliata

Os genes Mir encontrados expressos em Poncirus trifoliata foram induzidos

por diferentes condicbes em dois 6rgaos dessa espécie: folha e casca de caule.
4. 4 Genes Mir expressos em folhas de “P. trifoliata”

Um total de 83 unigenes do tipo miraculina foram expressos em folhas de
Poncirus trifoliata, sendo 35 induzidos em folhas inoculadas com o Virus da Tristeza
dos Citros (CTV) e 48 em folhas n&o inoculadas com este patdégeno (Tabela 06).
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Tabela 06. Genes Miraculina expressos em folhas de Poncirus trifoliata encontrados

no banco de dados Unipaper2/CitEST.

TECIDO

CONDICAO

UNIGENES

FOLHA

FOLHA

INFECTADA COM CTV

489

NAO INFECTADA
COM CTV

w|=|o _;_L_L_;_L_;_L_;_;_L_;_L_;_L_L_;_L_;cnm_;_;\‘m_x_po)_xa

alalalalalalalalalalalp =2 dw|o|=|lols|o(~]| =
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Alguns genes podem ser encontrados expressos em todas as células do
organismo, cuja expressao é chamada constitutiva, os quais estdo envolvidos nas
atividades vitais de todas as células. Alguns genes podem ser expressos apenas em
um determinado tecido e sdo chamados de especificos de tecidos. Outros genes
podem ter sua expressdo induzida somente mediante a condicdo de indugao.
Entretanto, a expressdo de um determinado gene em um 6rgao pode ser regulada

para ele ser mais expresso ou menos expresso, dependendo da condicao.

Com base nestas informagdes, observou-se que 14 unigenes Mir de P.
trifoliata foram encontrados expressos em folhas nas duas condicbes estudadas.
Além disso, a quantidade de sequéncias expressas de alguns destes genes néo foi,
aparentemente, afetada pela presengca do patdgeno, tendo sido praticamente a
mesma nas folhas inoculadas com CTV quanto nas nao inoculadas. Por exemplo, os
genes identificados como 2, 14 e 16, na Tabela 06, acima. Por outro lado, alguns
genes que estavam superexpressos em folhas ndo induzidas por CTV tiveram sua
expressao regulada para menos mediante a presenca do patégeno CTV. Exemplos
desses genes Mir sdo os genes identificados como 7 e 8 na referida tabela.
Comparando ainda os genes expressos em folhas nas duas condicboes citadas,
observou-se que 34 genes (5, 10, 15, 17, 18, 23, 25, 47-73) que estavam expressos
nas folhas nao inoculadas foram silenciados nas folhas inoculadas com CTV. Assim
como 21 genes Mir (1, 4, 20, 29-46) foram expressos apenas nas folhas inoculadas
por CTV. Especula-se que os genes Mir expressos em tecidos induzidos por

patégenos estejam envolvidos nas respostas da planta a este patdégeno.

4.5 Genes Miraculina expressos em cascas de caule de “Poncirus trifoliata”
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Um total de 49 unigenes do tipo Miraculina foram expressos em cascas de
caule de P. trifoliata, sendo 18 induzidos em caules inoculados com Phytophthora
parasitica e 31 em caules nao inoculados com este patégeno (Tabela 07).

Tabela 07. Genes Miraculina expressos em cascas de caules de Poncirus trifoliata

encontrados no banco de dados CitEST.

TECIDO CONDICAO UNIGENE READS
1 01
2 01
3 01
4 01
6 22
7 39
8 33
9 03

CASCA DE CAULE INOCULADA COM L 18
Phytophthora parasitica 12 34
13 04
14 03
22 04
24 11
25 02
26 04
27 05
28 08
1 02
2 01
5 01
6 85
7 164
8 54
9 03
10 01
11 44
12 35
13 04
14 02
15 01
16 03
17 02
19 01
20 01
CASCA DE CAULE NAO INOCULADA 21 05
22 05
23 01
24 04
25 05
26 16
27 04
28 04
74 01
75 01
76 01
77 01
78 01
79 01

Observou-se que 16 genes Mir foram expressos induzidos nas duas
condicOes de casca de caule estudadas (1, 2, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 22, 24, 25,
26, 27 e 28), conforme Tabela 07. Aparentemente, 15 genes que estavam sendo
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expressos em casca de caule nao inoculada (05, 10, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 23, 74-
79) foram silenciados pela presenca do patdégeno em cascas de caule inoculadas.
Ainda, observou-se que 02 genes (03 e 04) foram induzidos especificamente pela
condicdo de patdégeno, estando expressos apenas na casca inoculada com P.

parasitica.

4.6 ldentificacao de genes Mir expressos tanto em cascas de caule como em

folhas de “Poncirus trifoliata” induzidos por patégenos

A andlise comparativa das tabelas 06 e 07, visando identificar quais os genes
Mir de Poncirus trifoliata foram induzidos apenas sob condi¢cdo de patdgenos, levou
a identificacdo de um total de 25 genes, dos quais 21 foram expressos em folhas
especificamente induzidos por CTV e 04 foram expressos em cascas de caule
induzidos por Phytophthora parasitica (Tabela 08).

Tabela 08. Genes Mir de Poncirus trifoliata expressos em cascas de
caule/Phytophthora e em folhas/CTV, encontrados no banco de dados CitEST.

CONDICAO UNIGENES

16, 19, 20, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,

Folha inoculada com CTV 37,38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46

Casca de caule inoculada com

P. parasitica 22, 25,27 e 28

Nesta andlise desconsiderou-se 0s genes induzidos nos tecidos sob
condicbes de ndo inoculados com os patdégenos. Curiosamente, 0s genes
identificados nesta andlise foram diferentes e gerou a divida se estes eram

especificos da resposta a cada patégeno ou se eram especificos do tecido.

4.7 Genes Mir expressos apenas em folhas e em cascas de caule de “Poncirus
trifoliata” inoculadas e nao inoculadas pelos seus respectivos patéogenos, CTV
e “Phytophthora parasitica”

Para verificar a existéncias de genes Mir expressos em P. trifoliata induzidos
apenas pelo tecido vegetal, realizou-se uma analise comparativa das tabelas 06 e
07, considerando desta vez genes induzidos pelos tecidos, independente de serem
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inoculados ou nao por patégenos. Neste caso, genes encontrados expressos em
ambos os tecidos foram desconsiderados. Como resultado, 56 genes foram
expressos especificamente nos dois tecidos, sendo 46 presentes em folhas
induzidas por CTV e 10 foram expressos em cascas de caules induzidas por P.
parasitica.

Tabela 09. Genes Mir expressos apenas em folhas e em cascas de caule presentes
na espécie Poncirus trifoliata, encontradas no banco de dados GitEST.

TECIDO UNIGENES

18, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,

) 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

SO EM FOLHAS 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,

58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72, 73

SO EM CASCA DE CAULE 21,22,27,28,74,75,76,77,78,79
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CONCLUSOES

- No banco de genes expressos em citros GitEST contém pelo menos 127 genes do

tipo miraculina.

- Genes miraculina presentes no banco de dados CItEST estdo expressos em

orgaos das espécies Poncirus trifoliata, Citrus reticulata, C. sinensis e C. aurantium.
- Existem genes miraculina com homologia com inibidor de proteinase.

- Genes miraculina expressos em o0Orgaos de Poncirus trifoliata induzidos sob
condicoes de patégenos sao fortes candidatos ao entendimento das interacdes

Poncirus — patégeno.
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