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RESUMO

O estudo da expressao de genes Miraculina em Citrus sinensis € de grande relevancia,
considerando-se a importancia financeira atribuida as culturas de citros e variedades
estudadas, bem como o envolvimento desses genes no desenvolvimento dos frutos e nas
respostas de plantas a estresses bidticos e abidticos. O objetivo desse trabalho foi selecionar
genes Miraculina de Citrus sinensis de interesse para estudos funcionais, usando andlises in
silico baseadas em informagdes dos bancos de dados CAP e CitEST. A estratégia empregada
envolveu a identificacdo dos genes nos genomas por palavra-chave, andlises de similaridade
via BLASTX, andlise de ORFs, andlise de parametros fisico-quimicos e de dominios
funcionais, andlise da expressdo em 6rgdos, bem como inferéncias filogenéticas a partir de
alinhamento multiplo de sequencias de proteinas. Como resultados, no genoma da espécie
vegetal Citrus sinensis foram encontrados 16 genes Mir identificados na cv. “Valéncia” e
disponiveis no banco de dados CAP (Citrus sinensis Annotation Project). Dez genes
miraculina da espécie Citrus sinensis do gendtipo cultivar ‘Valéncia’ apresentaram
sequencias diferentes daquelas do genoétipo cultivar ‘Péra’ selecionadas no banco de dados
CitEST. Dos 16 genes Mir de laranja doce ‘Valéncia’ identificados, quatro foram idénticos a
quatro genes isolados da cultivar ‘Péra’ e apresentam alto nivel de expressao em frutos, folhas
e flor sob variadas condi¢des. Das quatro proteinas deduzidas de C. sinensis selecionadas e
caracterizadas molecularmente, trés apresentaram dominio para Inibidor de Tripsina da
superfamilia Kunitz. Das quatro proteinas deduzidas de C. sinensis selecionadas, trés
apresentaram pH tedrico dcido e uma basico. Genes CsMirl e CsMir2 representam bons
candidatos para ensaios de atividade molecular in silico, por apresentarem melhores
informacdes moleculares dentre os analisados vidveis ao seu funcionamento a nivel de

expressao, haja vista sua importancia em aplicacdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Banco de dados. Gendmica. Mineragao de dados.



ABSTRACT

The study of miraculin gene expression in Citrus sinensis is of great importance, considering
the financial importance of the citrus crop and studied varieties as well as the involvement of
these genes in the development of the fruits and the responses of plants to biotic and abiotic
stresses. The objective of this work was to select Citrus sinensis miraculin-lke genes of
interest for functional studies using in silico analysis based on information from databases
CAP and CitEST. The strategy employed involved the identification of genes in keyword by
genomes, analysis of similarity via BLASTxX, ORFs analysis, analysis of physical-chemical
parameters and functional domains, analysis of the expression in organs and phylogenetic
inferences from Multiple alignment of protein sequences. As a result, the genome of the plant
species Citrus sinensis found 16 genes Mir identified in cv. "Valencia" and available in CAP
database (Citrus sinensis Annotation Project). Ten miraculin genes from the species Citrus
sinensis genotype cultivar 'Valencia' presented different sequences from those of genotype
cultivate Pera selected in CitEST database. Of the 16 genes sweet orange Mir 'Valencia'
identified, four were identical to four single genes cultivar Pera and have a high level of
expression in fruits, leaves and flower under varying conditions. Of the four proteins deduced
from C. sinensis selected and characterized molecularly, three presented domain to Trypsin
Inhibitor superfamily of Kunitz. Of the four proteins deduced from C. sinensis selected, three
presented theoretical pH acid and a base. CsMirl and CsMir2 genes represent good
candidates for molecular activity assays in silico, by presenting best molecular information
from the analyzed viable for it to function at the level of expression, given their importance in

biotechnological applications.

Keywords: Data bank. Genomics. Data mining.
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1 INTRODUCAO

Miraculina é uma proteina que tem a propriedade modificadora de sabor azedo em
doce (KURIARA e TEERALSIP, 1988), que pode ser usada como adocantes direcionados
para diabéticos por adocar diferencialmente e apresentar caracteristicas superiores ao do
mercado (GNANAVEL e PEDDHA, 2011). Além dessa propriedade, estudos comprovaram
que membros da familia de proteinas miraculinas possuem atividade de inibidor de tripsina do
tipo Kunitz, atuando como agentes naturais de defesa da planta contra pragas e predadores,
com potencial biopesticida para incorporacdo em culturas resistentes a pragas (GAHLOTH,
2011).

Estas proteinas apresentam relevante importancia econdmica € utilisada em diversas
aplicacdes biotecnoldgicas, na industria de processamento de alimentos como intensificadores
de sabor, na alimentagdo de animais forrageiros, na industria farmacéutica e na melhora o
paladar de pacientes em tratamento de quimioterapia (SUN et al., 2006; BACHCHU et al.,
2011; WILKEN e SATIROFF, 2012).

1.1 Justificativa

O género Citrus inclui algumas das mais importantes arvores frutiferas cultivadas em
todo o mundo (CABALLERO, 2015). O Brasil é considerado mundialmente um dos maiores
produtores de citros, a citricultura ocupa lugar de destaque no pais em virtude da sua
importancia econOmica em relacdo as exportacdes, € considerdvel geracdo de empregos
(ROSSETTO, 2010). Maior parte da producgdo citricola encontra-se concentrada nos Estados
de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Sao Paulo.

Dentre as espécies citricas mais importantes comercialmente as cultivares de Citrus
sinensis, laranja doce ‘Péra’ e ‘Valéncia’ ganham consideravel destaque. Pesquisas vém sendo
desenvolvidas com o intuido de encontrar solu¢des efetivas contra patégenos causadores de
danos a essas culturas, nesse contexto, ferramentas de bioinformética e biologia molecular
assumem ampla dimensdo (ESPINDOLA, 2010).

A atualidade vive a ‘“era pds gendmica”, a ampla disponibilidade de informacdes
geradas pelos sequenciamentos de espécies se torna instrumento de estudo de diversas dreas,
como Agronomia, Medicina e Biologia Molecular com isso hd grande necessidade de
armazenamento e processamento adequado desses dados, com tudo a utilizacao desses bancos

€ crucial para tratamento dessas informacdes.
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Com o grande volume de dados gerados, vem se tronando cada vez mais necessario a
criacdo de bancos especificos. O Centro APTA de Citros Sylvio Moreira € referéncia nacional
e internacional no setor agricola de citros, mantém um dos maiores acervos de germoplasma
de citros do mundo, contribui dando suporte a citricultura atual.

O banco de dados Citrus sinensis Annotation Project se encontra disponivel online
com dados do sequenciamento do genoma estrutural especifico de Laranja — doce cultivar
‘Valéncia’, por ser um dos frutos mais importantes comercialmente, predominando na maioria
dos paises citricolas. No entanto, fatores como restricdes comercias e problemas
fitossanitdrios podem limitar os lucros e a expansdo da citricultura (RANULFI, 2014). As
pesquisas envolvendo a expressdo de genes, sob diferentes condi¢des e 6rgaos, buscam
solucbes para uma variedade de problemas principalmente de origem fitossanitdria
(CAICEDO, 2015).

Em virtude da pouca disponibilidade de fontes naturais desta proteina, pesquisadores
vem buscando a proeza de produzi-la em outros organismos hospedeiros bem como
Escherichia coli (KURIHARA, 1992), levedura, tabaco transgénico (KURIHARA E
NIRASAWA, 1997) e morango (SUGAYA et al., 2008). Embora expressa nestes organismos,
nio manifesta a atividade de modificacao de sabor.

O estudo da expressdao do gene Miraculina em Citrus sinensis é de grande relevancia,
considerando a importancia financeira atribuida as culturas de citrus e variedades estudadas,
esse gene estd envolvido na resposta da planta ao estresse bidtico e abidtico, bem como o
desenvolvimento dos frutos, e o nivel de expressdo sob determinadas condi¢Oes refletem o
estado fisiologico das células, tecidos ou 6rgaos.

Além disso o grande alvo dessa pesquisa € indicar genes Mir candidatos para ensaios
funcionais in silico, por meio de modelagem e docking molecular com genes de interesse,
visando suas aplicacdes biotecnoldgicas na cadeia produtiva dos citros, ou em outros setores

como industria alimenticia, entre outros
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2 OBJETIVO GERAL

» Selecionar genes Miraculina de Citrus sinensis de interesse para estudos
funcionais, usando andlises in silico baseadas em informag¢des dos bancos de dados

CAP e CitEST.

2.1 Objetivos Especificos

» Identificar sequéncias de genes Miraculina de C. sinensis cultivares “Valéncia” e
“Péra”, a partir dos bancos de dados CAP (Citrus sinensis anotation Project) e

CitEST (Citros ESTs), respectivamente, por palavras-chave;

» Caracterizar sequéncias de genes Miraculina de C. sinensis cultivares “Valéncia” e

“Péra” selecionadas, por similaridade via BLASTx e busca de ORFs;

» Caracterizar a expressdo de genes Mir de C. sinensis cultivares “Valéncia” e “Péra”,

com base nas informacdes de bancos de dados CAP e CitEST;

» Realizar a caracterizacdo molecular das proteinas Mir deduzidas a partir dos genes e
selecionadas, por meio de andlises protedmicas da predicdo de parametros fisico-
quimicos, parametros de modificacOes pOds-traducionais e parametros de dominios

funcionais de familia de proteinas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Proteinas do tipo Miraculinas

Miraculina foi o nome dado a uma proteina isolada do fruto da planta milagre
(Synsepalum dulcificum), atualmente classificada como Richadella dulcifica, descrita como
uma glicoproteina, de peso molecular de aproximadamente 44 kD que tem a propriedade de
modificar o sabor azedo em doce (KURIARA e BEILDLER, 1968)

Mais tarde, THEERASILP e KURIARA. (1988) descreveram a Miraculina (Mir)
nativa como sendo uma proteina homodimérica constituida de 191 residuos de aminodcidos
com oligossacarideos ligados a sitios por pontes dissulfetos com peso molecular de
aproximadamente 24.6 kD, enquanto MASUDA et al. (1995) a descreveu com 220
aminodcidos. Sua sequéncia pura e desnaturada constitui-se de um tetramero, e um dimero,
respectivamente, ambos apresentam atividade de modificacdo de sabor dcido, com médxima
pH 3,0 e praticamente inativa ao pH 6,0 (IGETA et al., 1991; ANTONELA et al., 2010).

Os frutos de R. dulcifica foram tradicionalmente utilizados por povos indigenas para
melhorar a palatatividade dos géneros alimenticios 4cidos e para adocar bebidas &4cidas
(KURIHARA e BEIDLER, 1969; SUN et al., 2007). Atualmente no comercio japonés, a fruta
milagrosa € encontrada in natura em po e na forma de comprimidos. O pesquisador japonés
horticola, Mitsuharu Shimamura, produziu os comprimidos a partir da miraculina nativa para
aumentar a disponibilidade desta proteina no mercado, encontrados sob a marca 'Miracle Fruit
Tablet' (ONISHIKATSUMI-SHOKAI Corp. Osaka, Japao) (KURIHARA, 1992). Devido a
presenca de propriedades capazes de ocasionar efeitos adogantes, com baixas concentragdes
de sacarose e de origem natural, esta glicoproteina pode ser utilizada em alimentos dietéticos
e para diabéticos (FAUS, 2000; SUN et al., 2007).

Em virtude da pouca disponibilidade desta proteina por fontes naturais, pesquisas vém
sendo desenvolvidas a cerca da producdo em larga escala por estratégias de engenharia
genética utilizando Escherichia coli (KURIHARA, 1992), levedura, tabaco transgénico
(KURIHARA e NIRASAWA, 1997), como organismos hospedeiros, embora a expressao
dessa proteina por meio desses hospedeiros ndo apresenta atividade modificadora de sabor.

O acumulo desta glicoproteina acontece de forma gradual durante o desenvolvimento
do fruto atingindo alto nivel na fase madura (HIRAI et al., 2011). A proteina Mir ndo € doce,

porém uma vez que a lingua humana € exposta a esta, sabores azedos possa a ser percebido
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por fatores sensoriais como sabor doce, o efeito pode durar de 1 a 2 horas (BROUWER et al,
1968; KURIHARA et al., 1968).

Estudos moleculares estruturais e funcionais dessa glicoproteina mostram que residuos
de Histidina (His-30, His-60) s@o cruciais para ligagdes do receptor de sabor doce (T1R2,
TI1R3) nas papilas da lingua preservando sua funcdo modificadora de sabor, caso ocorra a
substituicdo desses aminodcidos por alanina (Ala) em sua cadeia polipeptidica a funcdo
modificadora de sabor é perdida (KEISUKE ITO et al., 2007; PALADINO et al., 2008; ZE.
H. et al., 2015).

Proteinas Mir apresentam importancia relevante para aplicacdes biotecnoldgicas sendo
utilizadas como adogantes com caracteristicas superiores aos do mercado, com
direcionamento para diabéticos, visto que nao seja necessirio o uso de insulina, portando
adoca diferencialmente (GNANAVEL e PEDDHA, 2011); intensificadores de sabor;
suplementos de animais forrageiros na indudstria de processamento de alimentos (BACHCHU
et al., 2011; SUN et al., 2006), melhorando o paladar de pessoas em tratamento de
quimioterapia (WILKEN e SATIROFF, 2012), além de apresentar atividade antifingica (YE;
WANG e NG, 2000).

As MirLP (Miraculin-like proteins) da superfamilia de inibidores de proteinase
tripsina tipo Kunitz sdo agentes naturais de defesa da planta contra pragas e predadores, sendo
utilizadas como biopesticidas para a incorpora¢do em culturas resistentes as pragas, alguns
experimentos com Murraya koenigii mostra atividade inibitoria do tipo tripsina contra duas
pragas de insetos lepidopteros, Helicoverpa armigera e Spodoptera litura (GAHLOTH,
2011).

3.2 Familia multigénica

Genes miraculinas sdo encontrados nos genomas das espécies vegetais como familias
multigénicas. Uma familia multigénica € formada por um grupo de genes descendentes de um
mesmo gene ancestral, similares quanto a estrutura e funcionalidade (NEI e RONEY, 2005;
DEL BEM, 2013). A presenca de isoformas génicas em genomas se deve a mutacdes do tipo
substituicdo de nucleotideos, duplicagdes e eventos de reparo, que podem acontecer ao logo
do processo evolutivo (THOMPSON, 2006). O processo de duplicacdo génica € fator crucial
na diversificacio e adaptacdo biologica. Genes duplicados representam adi¢do de
variabilidade sob a qual uma combinacdo de mutacdo e selecdo natural pode levar ao

surgimento de novas fun¢gdes (KELLIS et al., 2004; DEL BEM, 2013).
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De acordo com Ingram (1996), a pesquisa acerca do paradigma evolutivo das familias
multigénicas teve inicio com hemoglobinas e mioglobinas, estudos sugerem que os genes que
codificam estas proteinas sdo filogeneticamente relacionados e divergiram conforme os genes
foram duplicados adquirindo novas func¢des. Pesquisas mostram que as familias multigénicas
evoluiram por meio da Evolucdo Orquestrada (concertd evolution). Nesse modelo era
necessdario um mecanismo que homogeneizasse as diferentes cdpias dentro de cada genoma,
enquanto permitisse a divergéncia entre espécies ou populacdo (NEY e ROONEY, 2005; DEL
BEM, 2013).

O sequenciamento de genomas e a disponibilidade de ferramentas computacionais
favorecem a compreensdo acerca da evolugcdo genética bem como permite abordagens
comparativas sob a homologia dos genes (pardlogos e ort6logos) e a constituicdo dessas
familias (Y1 LI, 2002; NEY e ROONEY, 2005). De acordo com Meyerowitz (2002), e Del
Bem (2013), genes Ort6logos sdo definidos como aqueles que divergiram apds evento de
especiacdo e derivam de uma cOpia ancestral comum e Pardlogos como genes homdlogos
resultantes de um evento de duplicac@o génica, restrito a apenas uma linhagem evolutiva.

Aratjo (2010) constatou em seu trabalho realizado com Arabidopsis thaliana, planta
modelo para estudos associados ao desenvolvimento do fruto, que a expressdo de genes
homoélogos pertencentes a familia multigénica MAD-box em frutos de Citrus sinensis
variedade ‘Valéncia’. Conforme Oliveira (2011), MADS-box é uma familia de genes que
codifica fatores de transcricdo que atuam como reguladores no desenvolvimento de varios
organismos. Em eucariotos os genes desta familia sdo conservados evolutivamente

(PURUGGANAM et al., 1995).

3.3 Por que estudar proteinas miraculinas de Citros?

Os citros (Citrus spp.) encontram-se agrupados na familia Rutaceae que é composta
de, aproximadamente, 155 géneros e 1.600 espécies, amplamente distribuidas nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas do mundo (NUNES.,et al., 2005), subfamilia
Aurantioideae, tribo citreae e subtribo citrinae, com provavel origem nas regides do sudeste
do continente asidtico desde o centro da China ao Japdo, estendendo-se até o leste da India,
Nova Guiné, Australia e Asia tropical (CAVALCANTI, 2005; MAGALHAES, 2009).
Conforme escritos encontrados na China essas plantas provavelmente foram levadas para a
Europa na época das cruzadas e chegaram ao Brasil trazidos pelos portugueses no século XVI

(MATOS JUNIOR et al., 2005; LIMA, 2013).
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As espécies do género Citrus, Poncirus e Fortunella reproduzem-se sexuadamente por
autopolinizacdo e polinizagdo cruzada, assexuadamente por apomixia nucelar adventicia e
agronomicamente por propagacdo vegetativa. Suas sementes possuem tanto embrides
zigbticos, como apomiticos, apresentando, em geral, apomixia facultativa, com ndmero
variavel de embrides entre um e doze (OLIVEIRA, 2006).

A filogenia e a taxonomia dos Citrus sdao bastante complexas, em funcdo da alta
variabilidade do género, decorrente de hibridacdes naturais interespecificas, mutagdes
espontaneas, alteracdes cromossOmicas estruturais, apomixia e cultivo em ampla darea
geografica (OLIVEIRA e RADMANN, 2005). H4a divergéncias quanto a classificacdo
taxondmica dos citrus, segundo Engler (1931), esse género constitui-se por 11 espécies,
(SWINGLE e REECE, 1967) subdividiu em dois subgéneros Papeda e Citrus com 16
espécies, contudo este € o sistema de classificacdo mais adotado, Tanaka (1977), propds a
existéncia de 159 espécies para os citros e trés para Barret e Rhodes (1976), (BASTINAEL et
al., 2001; SORIANO, 2010; LIMA, 2013).

Atualmente C. medica, C. reticulata e C. grandis t€m sido aceitos como subgéneros
dos Citrus (MACHADO et al., 2005). Os demais taxons desses subgéneros sdo hibridos
naturais entre tais espécies ou entre representantes sexualmente compativeis de outros
subgéneros (OLIVEIRA, 2006; FARIA, 2007). Os citros de maior interesse comercial sao
formados por um amplo grupo de espécies de hibridos principalmente dos géneros Poncirus,
Citrus e Fortunella, sendo as espécies do género Citrus as de maior importancia econdmica,
as quais podem ser destacadas: as laranjas (Citrus sinensis), as tangerinas (Citrus reticulata e
Citrus deliciosa), os limdes (Citrus limon), as limas 4dcidas como Tahiti (Citrus latifolia) e
galego (Citrus aurantifolia) e doces como a lima da pérsia (Citrus limettioides), o pomelo
(Citrus paradisi), a cidra (Citrus medica), a laranja azeda (Citrus aurantium) e as toranjas
(Citrus grandis) (MAGALHAES, 2009).

As laranjas doces (Citrus sinensis (L.) Osbeck) sdo consideradas comercialmente uma
das mais importantes frutas citricas, predominando na maioria dos paises citricolas com,
aproximadamente, dois tercos dos plantios. Os principais cultivares destinados a producdo de
suco no Brasil é basicamente, representadas pelas variedades de laranja doce ‘Péra’,
‘Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Hamilin’ (PIO et al., 2005; FAVERO, 2010).

A citricultura é uma das principais atividades de destaque na economia brasileira, no
entanto problemas de ordem fitossanitaria, além de restricdes comerciais podem limitar a
producdo e exportagdo (RANULFI, 2014). Dentre as doengas que acometem as plantas

citricas considera-se de bastante relevancia a Morte Subita, Greening, Clorose Variegada dos
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Citros e o Cancro Citrico Huanglonbing entre outras, vem causando significantes perdas e em
alguns casos levando a improdutividade (NEVES et al., 2010; OLIVEIRA, 2014; CAICEDO,
2015).

O genoma estrutural e funcional de citros de vdrias espécies vem sendo sequenciado
visando compreender o funcional e genética dos citros na busca de solu¢des para citricultura

mundial.

3.3.1 Importancia dos citros para o Brasil e para a regiao Nordeste

A inddstria citricola é uma das principais atividades do agronegdcio Brasileiro, sendo
o suco concentrado congelado sua principal “commodity” de exportacio (FARIA, 2007).
Dentre as regides produtoras, a regido sudeste tem maior destaque, com énfase no Estado de
Sao Paulo, que € responsdvel por aproximadamente 80% da produgdo, a regido Nordeste, com
a Bahia e Sergipe, juntas corresponde a 8,65% da producao nacional. Em virtude da auséncia
de pragas de grande significAncia como as encontradas na regido Sudeste considerado maior
centro produtor, a citricultura no Nordeste apresenta ampla potencialidade de crescimento
(AZEVEDO, 2007).

De acordo com Alvino (2011), a regido da Paraiba estd em 8° lugar dentre os estados
produtores do Nordeste, tendo como foco a producdo de tangerinas, porém, a produtividade
ainda € baixa, devido a fatores ambientais como o déficit hidrico que ocorre durante mais de
seis meses no ano, coincidindo, geralmente, com temperaturas elevadas, necessitando de
irrigacdo para se obter maiores niveis de produtividade. Problemas como crescimento de
anomalias fisiologicas nas plantas citricas, redu¢do do crescimento, desenvolvimento e
produtividade pode ser ocasionado pela qualidade da 4dgua utilizada na irrigacdo por
apresentar uma elevada concentracdo de sais, além de problemas fitossanitdrios que ocorrem
em pomares por todo o Brasil.

A producdo de Citros na Paraiba ainda € limitada, devido principalmente a fatores
ambientais como déficit hidrico e altas temperaturas com ciclos que duram mais de seis
meses, assim o estudo da expressdo de genes Mir pode ser uma alternativa de encontrar

melhorias para problemas como este (SUN et al., 2006; PALADINO et al., 2007).
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3.4 Proteinas sao produtos da expressao génica

A Expressdo Génica ocorre quando a informacdo contida em um gene (sequencias de
nucleotideos do DNA) é processada em um produto génico, bem como uma proteina. Desta
maneira a mesma apresenta duas distintas etapas: a produ¢do do mRNA (transcri¢do) e a
sintese da proteina (tradug¢do). Em eucariotos, o processo acontece do niucleo para o
citoplasma, através das etapas de transcricao onde a informacdo genética € copiada utilizando
um filamento molde da dupla hélice do DNA, o RNA mensageiro € sintetizado de modo
complementar ao filamento molde. Apds os eventos transcricionais e a produgao da molécula
que atuard como mensageira (mRNA) levando a informacio genética ao citoplasma onde
ocorrerd os demais estdgios da sintese proteica (traducdo) gerando a proteina como produto
final de interesse para a célula (BORGES, 2006).

A andlise da expressdo genica € de grande interesse para diversas dreas cientificas,
através dela pode-se compreender as varias formas de polimorfismos que podem ser de
origem deletéria, mutacdes, substituicdo de bases, bem como varricoes no nimero de
sequencias repetidas (METZGER et al., 2006).

Muitas tecnologias vém sendo desenvolvidas, dentre estas a técnica de Microarrays,
ou chips de DNA ganham destaque. Através de novas metodologias de investigacao
pesquisadores podem examinar comparativamente a expressao de milhares de genes de forma
simultanea a nivel global em células de varios organismos, sob diferentes condi¢des e 6rgaos

(GUINDALINI e TUFIK 2007).

3.5 Importancia da bioinformatica para analises de sequencias génicas

A bioinformética foi definida por Prodoscimi et al. (2003) e Alves (2013) como uma
nova ciéncia que engloba a unido de diversas linhas do conhecimento, incluindo a
matematica, a estatistica a engenharia de softwares, a biologia molecular e a ciéncia da
computacdo. Essa nova ciéncia possibilita a demonstragao das fun¢des génicas e suas relacdes
com proteinas, através da andlise computacional de sequencias de DNA, RNA e proteinas
(ALVES, 2013).

Junto com essa nova ciéncia veio a necessidade de armazenamento e andlise dos dados
gerados a partir de seus estudos e aplicacdes em diversas dreas do conhecimento humano

medicina, agronomia, biologia molecular e afins (ARAUJO, 2004). De acordo com Mello et
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al. (2008), essa darea do conhecimento passou a ter destaque na década de 90 com o
aparecimento do Projeto Genoma. Lifschitz (2006) propds que o objetivo central da
bioinformatica € a andlise de dados biolégicos por meio de técnicas avangadas da computagdo
e estudos cientificos envolvendo gendmica, transcriptoma, e protedmica. O sequenciamento
de nucleotideos € fator relevante para o tratamento computacional pds-gendmico, interessante
ao desenvolvimento da Biologia Molecular (SILVEIRA e LIBRELOTTO, 2007).

Na atualidade hd uma vasta quantidade de informagdes disponiveis de sequencias de
aminodcidos e nucleotideos resultantes de projetos genomas, constituindo uma elevada
quantidade de informacgdes a cerca dos mais diversos organismos. Esta vasta quantidade de
informacdes sdo armazenadas em bancos de dados disponiveis nacional e internacionalmente
de forma atualizada e de facil acesso (PROSDOCIMI et al., 2003).

Os bancos de dados podem ser classificados em primérios aqueles em que sio
depositados sequencias de nucleotideos, aminodcidos ou proteinas sem nenhum
processamento a exemplo o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e secundérios
formados a partir de bancos primérios SWISS-PROT (PROSDOCIMI et al., 2003). Uma das
ferramentas de busca de dados amplamente usada € o sistema de Information Retrieval do
Entrez PubMed fornecido pelo NCBI (National Center For Biotechnology Information)
(<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>), bem como 0 google scholar
(<https://scholar.google.com.br/>) especifico para busca de literatura académica
(ESPINDOLA et al., 2010).

Os crescentes investimentos na manutencao e construgdo de bancos de dados publicos
faz-se necessdrio devido a grande variabilidade de informacdes geradas propiciando a
formacdo de bancos mais especificos, como o CiTEST e o Citrus sinensis anotation Project
(CAP).

CitEST € um grande projeto de sequenciamento do transcriptoma, que objetiva
integrar conhecimentos sobre mapeamento genético com novos dados sobre gendOmica
funcional e comparativa de espécies de Citros e géneros afins e a resposta dessas plantas sob
estresses bidtico e abidticos. O mesmo inclui o sequenciamento completo do genoma de
agentes patogénicos (virus e bactérias) de citros para estudo de interagdes planta-patégeno
(REIS, 2007). Ja o CAP € um banco de dados considerado novo construido em 2012 apds a
conclusdo do sequenciamento do genoma duplo hapléide de laranja doce, fornece uma
plataforma integrada com a organizacdo de dados genOmicos, incluindo visdo geral dos
cromossomos. Tem o intuito de proporcionar a comunidade cientifica uma anotag@o precisa

da sequéncia do genoma dessa espécie (cultivar ‘Valéncia’) (WANG et al., 2014).
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A bioinformética além de oferecer informacdes para armazenar elevados volumes de
dados tem a disponibilidade ferramentas de diversas andlises de sequencias génicas,
permitindo o alinhamento e reconhecimento das fun¢des dos genes bem como a evidéncia de

fatores evolutivos.
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4 MATERIAL E METODOS

As andlises computacionais das sequencias génicas foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia — LBiotec, do Centro de Educacdo e Saide da Universidade Federal de
Campina Grande, em Cuité PB, usando computador com sistema operacional Windows 7

Professional, variante 64 bits, conectado a rede de internet.

4.1 Identificacdo e caracterizacao molecular de genes Miraculina de C. sinensis

As sequencias génicas estudadas foram obtidas a partir de dois bancos de dados: 1) o
do projeto genoma duplo haploide de laranja-doce, Citrus sinensis Annotation Project (CAP

Database), da China, disponivel em http://citrus.hzau.edu.cn/orange/; e 2) e do genoma

funcional e comparativo dos citros (CitEST Database), realizado pelo Centro APTA de Citros
Sylvio Moreira, Cordeirépolis SP, Brasil, acessivel mediante senha autorizada por

colaboracdo em pesquisas em http://biotecnologia.centrodecitricultura.br/. A busca por genes

Miraculina (Mir) nos dois bancos de dados foi feita usando a palavra-chave “miraculin”. As
sequéncias génicas obtidas foram coletadas da forma como se encontravam acessiveis nos
referidos bancos, arquivo texto no formato FASTA, para posteriores andlises individuais.

Para a caracterizacdo molecular dos genes Mir, as sequéncias de interesse para este
estudo foram submetidas a uma andlise de similaridade por comparac¢ao via BLASTx (Basic
Local Alignment Search Tools) (ALSTUHL, 1990), disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi com a finalidade de encontrar sequéncias

homoélogas a miraculina no banco de dados do GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Em seguida, todas as sequéncias dos unigenes de ‘Valéncia’ e de
‘Péra’ foram analisados quanto a presenca de ORFs (Open Reading Frame) completas,

usando o Programa ORFFinder, acessivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html, e

as sequéncias de aminodcidos preditas a partir das sequéncias dos unigenes foram

identificadas para posteriores andlises protedmicas in silico.

4.2 Analise da expressao de genes Mir de C. sinensis

O estudo da expressao de genes Mir em C. sinensis foi realizado com base nas

informacdes disponibilizadas nos bancos de dados CAP e CitEST para as cultivares


http://citrus.hzau.edu.cn/orange/
http://biotecnologia.centrodecitricultura.br/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
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‘Valéncia’ e ‘Péra’, respectivamente. Os dados de expressdo de genes Mir da laranja doce
‘Valéncia’ foram obtidos na forma de graficos com valores de RKPM (Reads per Kb per
Million reads) relativos aos valores normalizados da expressao baseada no nimero de reads
obtidas a partir de bibliotecas de RNASeq de calo, fruto, folha e flor. Neste caso, as
informacdes computacionais foram validadas por vdrios experimentos laboratoriais (XU et al.,
2013; WANG et al. 2014). Ja as informacgdes de expressdo génica da laranja doce ‘Péra’, a
estimativa da expressdo génica foi dada pelo nimero de ESTs (Expressed Sequence Tags),
que formaram os unigenes Mir, isolados de diferentes bibliotecas de cDNA construidas de
vérios 6rgaos (folha, flor, frutos caule e raiz) sob diferentes condicdes de estresses bidtico e
abidtico (TARGON et al., 2007) e os dados analisados e apresentados como gréficos gerados

no excel 2013.

4.3 Analises de proteoma in silico para proteinas Mir preditas

A caracterizagdo molecular de sequencias de aminodcidos deduzidas via ORFFinder
(item 4.1) foi realizada por predicio de pardmetros fisico-quimicos, parametros de
modificagdes pds-traducionais e pardmetros de dominios funcionais de familia de proteinas.
Os parametros fisico-quimicos analisados foram nimero de aminodcidos, massa molecular,

pH tedrico e meia vida, usando a ferramenta ProtParam (GASTEIGER, 2005), disponivel em

http://web.expasy.org/protparam/. Os parametros de modifica¢des pos-traducionais analisados
foram busca e localizacdo por 1) sitios de clivagem de peptideos lider, usando o Programa
SignalP versao 3.0 (BENDTSEN, 2004), disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/; 2) sitios de N-glicosilagdo, usando o Programa
NetNGlyc 1.0 server (GUPTA, 2004), disponivel em

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/; 3) sitios de fosforilagdo, usando a ferramenta

NetPhos 2.0 server (BLOM, 1999), disponivel em; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ e

4) sitos de miristoilacdo, usando o software Myrstoylator (BOLOGNA, 2004), disponivel em

http://web.expasy.org/myristoylator/, Para a analise de dominios funcionais de familias de

proteinas utilizou-se o Programa ScanProsite (SIGRIST, 2012), disponivel em

http://prosite.expasy.org/prosite.htm/.

Para uma melhor visualizagdo e comparacdo dos resultados de proteoma, um
alinhamento multiplo de sequencias foi realizado para sequencias de aminodcidos Mir

preditas, usando o Programa Clustalw (Multiple Sequence Alignment) (THOMPSON, 1994),


http://web.expasy.org/protparam/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://web.expasy.org/myristoylator/
http://prosite.expasy.org/prosite.htm/
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disponivel em http://www.genome.jp/tools/clustalw/, e os dados de proteoma foram indicados

para cada sequencia analisada. A partir do alinhamento multiplo de sequéncias € possivel

evidenciar a conservacgdo de regides caracteristicas da familia da proteina em estudo.

4.3 Filogenia de proteinas Mir de C. sinensis

Com o intuito de obter informacdes filogenéticas, um alinhamento multiplo foi
realizado entre as proteinas Mir deduzidas de C. sinensis cv. ‘Valéncia’ e as sequencias de
melhor similaridade via BLASTx disponiveis no GenBank, utilizando o Clustalw. Os dados
do alinhamento foram utilizados para gerar uma darvore filogenética (dendrograma de
similaridade) enraizada com comprimento de braco pelo método de UPGMA (de Unweighted
Pair Group Method with Arithmetric mean), usando os critérios de agrupamento hierdrquico
do vizinho mais pr6ximo, vizinho mais distante da média aritmética entre grupos de pares nao

ponderados (THOMPSON, 1994), disponivel em http://www.genome.jp/tools/clustalw.



http://www.genome.jp/tools/clustalw/
http://www.genome.jp/tools/clustalw
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho descreve uma estratégia in silico para a selecdo e indicacdo de genes
novos Miraculina de Citrus sinensis das cultivares ‘Valéncia’ e ‘Péra’, por meio da
identificacdo, caracterizagdo molecular e andlise da expressdo in silico, discutindo de maneira
comparativa os dados disponiveis nos bancos de dados CAP (Citrus sinensis Annotation

Project), Chinés, e CitEST (Citrus Expressed Sequence Tags), brasileiro, respectivamente.

5.1 Identificacdo de genes miraculina de Citrus sinensis

A estratégia de busca por palavra-chave com o termo “miraculin” no banco de dados
chinés levou a descoberta de 16 unigenes miraculina (Mir) diferentes, sendo 11 contigs e 5
singlets (Tabela 1). Entretanto, usando esta mesma estratégia, RODRIGUES (2012)
identificou 25 unigenes no banco de dados brasileiro do genoma funcional dos citros

(CitEST), sendo 14 contigs e 11 singlets.

Tabela 1: Identificacdo dos unigenes miraculina de Citrus sinensis isolados das cultivares
‘Valéncia’ e ‘Péra’ (RODRIGUES, 2012), de acordo com os bancos de dados CAP e CitEST,
respectivamente.

Banco de Identificacao dos Unigenes
dados Cultivar Contigs Singlets
Cs1g09420.1 Cs5g13960.1 orangel.1t04805
Cs1209420.2 Cs5g16780.1 orangel.1t02835
Cs5g13930.1 Cs5g13890.1 orange1.1t04806
CAP Valéncia
Cs2g16250.1 Cs5216960.1 orangel.1t02833
Cs5g16770.1 Cs5g16920.1 orangel.1t01406
Cs5g16850.1
CAS-Cs-107510.1 | CAS-Cs-107297.1 | CAS-Cs-131323.1 | CAS-Cs-122084.1
CAS-Cs-108140.1 CAS-Cs-106143.1 CAS-Cs-120059.1 CAS-Cs-124320.1
CAS-Cs-103575.1 CAS-Cs-107757.1 CAS-Cs-124740.1 CAS-Cs-119802.1
CitEST Péra CAS-Cs-105567.1 | CAS- Cs-106095.1 CAS-Cs-124786.1 CAS-Cs-125583.1
CAS-Cs-106984.1 CAS-Cs-107308.1 CAS-Cs-124869.1 CAS-Cs-131338.1
CAS-Cs-107226.1 CAS-Cs-107556.1 CAS-Cs-119964.1
CAS-Cs-103444.1 CAS-Cs-109117.1
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Para compreender a observacdo de nimero de unigenes diferentes encontrado nos dois
genodtipos da mesma espécie, cultivares ‘Valéncia’ e ‘Péra’, varias andlises foram feitas
usando somente as sequencias das regides codificadoras (CDS), na tentativa de encontrar os
pares de genes idénticos de cada genétipo, incluindo: 1) alinhamentos multiplos de todas as
sequencias de nucleotideos, obtidas nos dois bancos de dados, e de aminoacidos deduzidos,
seguidos por agrupamentos de ambas mostrados em dendrogramas de similaridades; 2)
alinhamentos dois a dois usando todas as sequencias de nucleotideos, obtidas nos dois bancos
de dados, e de aminoacidos deduzidos; e 3) clusterizacdo de todas as sequencias de
nucleotideos usando o programa CAP3 (Contig Assembly Program), disponivel em

http://doua.prabi.fr/software/cap3. Como resultado, somente foram encontrados unigenes

idénticos para 6 genes, sendo os demais diferentes (dados ndo mostrados). Portanto, a
diferenga observada no niimero de genes Mir de laranja doce ‘Valéncia’ e de ‘Péra’ ocorreu
também ao nivel de sequencias de nucleotideos e de aminodcidos deduzidos para a maioria
deles.

Uma vez que no banco de dados do CAP possui informacdes de mapeamento dos
genes nos cromossomos, os dados sdo confidveis e, portanto, € correto considerar que
miraculinas sdo codificadas por uma familia multigénica no genoma de C. sinensis, composta
por 16 genes diferentes no gendtipo da cultivar ‘Valéncia’> (WANG et al., 2014). Apds
sequenciamento, as reads sdo submetidas a uma clusterizacdo, para gerar os grupos unigenes,
que podem ser formados por mais de uma sequencia considerada igual (contigs) ou por
apenas uma sequencia (singlet). Assim, a baixa qualidade de algumas sequencias de DNA
leva estas a ndo se agruparem em Contigs de maneira correta, o que pode explicar, em parte, o

acontecido com as sequencias da cv. ‘Péra’ do banco de dados CitEST.

5.2 Caracterizacao molecular de genes miraculina de Citrus sinensis

As sequencias de cada um dos unigenes encontrados em ambos os bancos de dados
foram submetidas a andlises de BLASTX e as sequencias de aminodcidos deduzidas
compartilharam elevada similaridade com outras miraculinas depositadas no GenBank
(NCBI), de modo a atualizar informacgdes dos bancos de dados CAP e CitEST. Na Tabela 2
encontra-se demonstrada as melhores similaridades via BLASTx de miraculinas de C.

sinensis da cultivar ‘Valéncia’.


http://doua.prabi.fr/software/cap3
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Tabela 2: Similaridade via BLASTx de miraculinas de Citrus sinensis cultivar ‘Valéncia’
selecionadas no banco de dados CAP.

COMPRI-
MENTO DA NUMERO  |SIMILARIDA-
UNIGENE READ NOME DO GENE ORGANISMO | " | D EBL AST
(pb)
hypothetical protein . .
$1209420.1 1 1 XP_006432185.1 | 205/205(1
Cs1g09420 59 CICLE_ v10002395mg Citrus clementine 006432185 05/205(100%)
hypothetical protein . )
Cs1209420.2 1016 CICLE v10002305mg | Cirs clementine. | XP_006432185.1) 2241224(100%)
Cs2¢16250.1 836 Trypsin inhibitor Murraya koenigii | ACS37303.1 | 132/158(84%)
Cs5213890.1 1244 Hypothetical protein | . 1o wentine | XP_006442410.1| 210/213(99%)
g . CICLE_v10022211mg lrrus clementine _ . 0
Hypothetical protein . )
Cs5¢13930.1 652 CICLE v10022211mg | Crs clementine | XP_006442410.1| 177/213(33%)
Cs513960.1 615 | PREDICTED: 21 kDasced | Citrus sinensis s, 006477857 1 165/179(92%)
protein-like (cv. Valéncia)
Miraculin-like protei
Cs5216770.1 1296 fraculin 2‘ CPIOCM - Citvus x paradise | AAG38518.1 | 217/218(99%)
Cs5¢16780.1 1133 Miraculin-like protein | Citrus tamurana | BAQ21278.1 | 228/232(98%)
Cs5¢16850.1 1328 Miraculin-like protein 2 |  Citrus japonica AFR54471.1 | 219/223(98%)
Cs5g16920.1 921 Miraculin-like protein 2 Citrus japonica AFR54471.1 195/224(87%)
Cs5216960. 1 837 Hypothetical protein 1 - Jomentine | XP_006441469.1 198/221(90%)
ROZ0. CICLE_v10024002mg - ' ¢
H thetical tei
orangel.1t01406 | 3234 {]’}(}I s{:\;i?) 0‘;"7?“ Vitis vinifera CANG63013.1 | 224/367(61%)
orangel.1t02833 787 Miraculin-like Citrus sinensis | b 10649506.1 | 195/198(98%)
(cv. Valéncia)
orange1.1102835 771 Hypothetical protein 1 . Jomentine | XP_006441435.1| 171/174(98%)
get CICLE_v10023257mg - ' o
orange1.1104805 846 Hypothetical protein 1 Jomentine | XP_006441459.1 200/206(97%)
get CICLE_v10022284mg - ' o
orange1.1t04806 830  PREDICTED: Miraculin-likg ~ C/77"S SIm€nsis | < b 006493430.1| 195/198(98%)
(cv. Valéncia)

Como € possivel observar, as miraculinas de laranja doce cv. ‘Valéncia’ apresentaram

elevada similaridade (61 a 100%) com outras miraculinas da superfamilia de inibidores de

proteinase Tripsina do tipo Kunitz de Citrus clementine (07 sequencias), Citrus sinensis cv.

‘Valéncia’ (3), Citrus japonica (2), Citrus x Paradise (1), Citrus tamurana (1), Vitis vinifera

(1) e Murraya koenigii (1).

A andlise de BLASTx para sequencias Mir de laranja doce ‘Péra’ foi atualizada

levando a confirmagdo de que as 25 sequencias apresentaram similaridade com proteinas Mir


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567879253?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5TXBBC3G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/240000229?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50H5S9BY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567899844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50HHXYJA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567899844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50HK631X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/568848095?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50J376PC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11596180?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50J50F84015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/748952124?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50K3P5XY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/404313443?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=50K4NPCE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/404313443?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=50S6ZRG4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567897962?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50S8R49M014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/147774002?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=50SR7UKB015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/568884880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50SSR1S6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567897894?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50T6FCED014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/567897942?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=50TFTJFU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/568881099?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=50THPD4001R
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de outras espécies de citros, sendo somente uma (01) com Murraya koenigii. Entretanto, uma
andlise mais minuciosa revelou que nove (09) sequencias encontradas por palavra-chave
Miraculin no banco de dados CitEST apresentaram similares apenas de trecho curtos,
variando de 38 a 134 pb, as quais foram eliminadas das andlises. Portanto, 16 unigenes Mir
também foram encontrados em laranja doce ‘Péra’ compartilhando elevada similaridade (81 a
100%) com outras proteinas do tipo miraculinas da superfamilia de inibidores de proteinase
Tripsina do tipo Kunitz de Citrus clementine (08 sequencias), (3), Citrus japonica (2), Citrus
x Paradise (2), Citrus tamurana (2) e Citrus jambiri (1) (Dados completos nao apresentados).

Assim, de acordo com a andlise de BLASTX, a diferenca observada entre genes Mir de
laranja doce ‘Valéncia’ e de ‘Péra’ anteriormente ao nivel de alinhamentos de sequencias de
nucleotideos e de aminodcidos deduzidos para a maioria deles, ocorreu também ao nivel de
similaridade com sequencias de outras proteinas do tipo Mir disponiveis no GenBank.

Uma explicagdo para esta observacdo poderia ser a existéncia de variabilidade
intraespecifica que ocorre em cultivares dessa espécie por mutacdo espontianea, gerando
novos genotipos ou cultivares, devido ao fato de que C. sinensis ndao ser uma espécie pura
(PEREIRA, 2012). Além disso, de acordo com Xu et al. (2013), a cultivar Valéncia possui
elevado grau de heterozigose como resultado da origem da laranja doce ser por hibridizacio
interespecifica entre toranja (C. maxima) e tangerina Ponkan (C. reticulata). Por outro lado,
apesar da citada origem de C. sinensis, em ambos os casos observou-se, ainda, a elevada
similaridade entre sequencias de aminodcidos dos dois genétipos estudados com a espécie C.
clementina, ao invés de ser com as espécies parentais.

Em seguida, a andlise de cada uma das sequencias génicas quanto a presenca de uma
ORF (Open Reading Frame) completa revelou que todos os unigenes Mir de C. sinensis cv.
‘Valéncia’, identificados no banco de dados CAP, apresentaram sequencias abertas de leitura
para a sintese de proteinas. Similarmente, 15 unigenes da cultivar ‘Péra’ identificados no
CitEST apresentaram ORFs completas, de um total de 16 unigenes selecionados via BLASTX,
sendo que somente um deles apresentou ORF parcial.

De modo geral, o comprimento das ORFs génicas Mir de laranja doce ‘Valéncia’
variou de 479 a 3234 pb, as quais possivelmente codificam proteinas contendo de 159 a 1077
aminoécidos deduzidos, enquanto que o comprimento de ORFs completas de ‘Péra’ variou de
549 a 711 pb, as quais codificam proteinas preditas contendo de 182 a 236 aminodcidos

(Tabela 3).
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Tabela 3: Comprimento em pares de bases (pb) das ORFs génicas e nimero de aminoacidos
(aa) das proteinas preditas a partir de genes Mir de Citrus sinensis isolados das cultivares

‘Valéncia’ e ‘Péra’ e identificados a partir dos bancos de dados CAP e CitEST.

Genes Mir isolados da Cultivar Valéncia

Genes Mir isolados da Cultivar Péra

Unigene ORF (pb) | Proteina (aa) Unigene ORF (pb) Proteina (aa)
Cs1209420.1 618 205 CAS- CS-106095.1 618 205
Cs1g09420.2 675 224 CAS-Cs-107297.1 672 223
Cs2g16250.1 479 159 CAS-Cs-103444.1 636 211
Cs5g13890.1 642 213 CAS-Cs-106143.1 672 223
Cs5g13930.1 642 213 CAS-Cs-107226.1 642 213
Cs5g13960.1 615 204 CAS-Cs-106984.1 549 182
Cs5g16770.1 711 236 CAS- CS-103575.1 711 236
Cs5g16780.1 699 232 CAS-CS-107308.1 699 232
Cs5g16850.1 672 223 CAS-CS-107757.1 672 223
Cs5g16920.1 672 223 CAS-Cs-107510.1 618 205
Cs5g16960.1 837 278 CAS-Cs-107556.1 699 232
orangel.1t01406 3234 1077 CAS-Cs-108140.1 672 223
orangel.1t02833 621 206 CAS-Cs-119964.1 662 216
orangel.1t02835 633 210 CAS-Cs-119802.1 579 192
orangel.1t04805 621 206 CAS-Cs-125583.1 648 215
orangel.1t04806 621 206

Como demonstrado na Tabela 3, um unigene da cultivar ‘Valéncia’ do tipo singlet,

identificado como orangel.1t01406, apresentou comprimento muito mais elevado do que a

média. Esta sequencia compartilhou a menor similaridade via BLASTx (61%, 224/367) com

uma Hypothetical protein VITISV_008177 de Vitis vinifera.

Na Figura 1 estd representada a ORF de um gene Mir isolado de C. sinensis cv.

‘Valéncia’ (unigene Cs1g09420.1), de comprimento de 618 pares de bases (pb), que codifica

uma proteina contendo 205 aminodcidos deduzidos. Nenhum dos genes Mir de ambas as

cultivares ndo apresentou introns.
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Figura 1. Sequencias de nucleotideos e aminodcidos deduzida de um gene Miraculina de Citrus sinensis cv.
‘Valéncia’, selecionado a partir do banco de dados CAP, identificado como unigene Cs1g09420.1, representando
uma ORF. Destaque em verde indica o c6don de inicia¢do da traducdo e em réseo indica o cédon de parada da

traducdo.

5.3 Estudo da expressao de genes miraculina de Citrus sinensis cultivares ‘Valéncia’ e

‘Péra’

O estudo da expressdao de genes Mir de C. sinensis foi feito tendo por base os dados

disponiveis nos dois bancos de dados, o CAP e o CitEST. Com base no sequenciamento do

transcriptoma de quatro tipos de tecidos de laranja doce dos 6rgaos calo, flor, folha e fruto, a

andlise da expressdao dos genes Mir de C. sinensis cv. ‘Valéncia’, disponivel no banco de

dados CAP, revelou que 4 genes apresentaram os mais elevados niveis de expressdo, entre os

16 genes encontrados (Figura 2).
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Figura 2. Genes Mir de C. sinensis cv. ‘Valéncia’ com mais alto nivel de expressdo, de acordo com os dados do
banco de dados CAP.

Com relacdo aos niveis de expressdo, entre os genes, o gene Cs5g16780.1 apresentou
os mais elevados niveis, com valores variando entre 1.28081 RPKM em calo e de 348.000
RPKM em folha. Por outro lado, entre os 6rgdos, a mais baixa expressao foi observada em
calo para os 4 genes.

Com relacdo ao perfil de expressdo, entre os 4 genes, o perfil foi diferente para os
orgdos flor, folha e fruto, indicando uma possivel especificidade de expressdao em tecido
especifico. Para o gene Cs1g09420.1, sua mais elevada expressdo foi em fruto, tendo sido o
unico com este perfil entre os 4 genes da Figura 2. Além disso, a expressao desse gene em
folha foi 10 vezes menor do que a de fruto. Ja para os genes Cs5g16780.1 e Cs5g16770.1 o
perfil de expressdo foi similar nos 6rgaos folha e flor, embora o gene Cs5g16780.1 tenha
apresentado niveis de expressao mais elevados em ambos os 6rgdos, como ja citado antes. E
para o gene Cs5g16850.1 o perfil de expressdao foi mais elevado em flor, embora com nivel
mais baixo do que os genes Cs5g16780.1, Cs5g16770.1.

Observou-se que o gene Cs1g09420.2 apresentou niveis e perfil de expressao idénticos
aos do gene Cs1g09420.1, com valores em RPKM também idénticos. A andlise de

similaridade de sequencias via BLASTx revelou que ambos apresentaram 100% de
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similaridade com a mesma sequencia de Citros clementine (Hypotethical Protein
CICLE_v10002395mg), s6 que com tamanhos diferentes de fragmentos similares (Tabela 2).
Entdo, a partir de um alinhamento dois-a-dois com as sequencias de nucleotideos e de
aminoécidos destas duas sequencias, observou-se que a sequencia de nucleotideos da ORF do
gene Cs1g09420.1 esta inteiramente dentro da sequencia da ORF de Cs1g09420.2, com 100%
de identidade entre elas. A diferenca entre elas é que a proteina deduzida a partir de
Cs1g09420.2 possui 09 aminodcidos a mais na regido carboxi-terminal do que a predita pelo
gene Cs1g09420.1, como ja descrito na Tabela 3. Uma vez que o gréfico da expressdo génica
foi idéntico para os dois genes, sugere-se que os dois genes podem ser idénticos e que: 1)
estejam no genoma da laranja doce ‘Valéncia’, como genes pardlogos, como resultado de
duplicagdo génica, portanto localizados em 2 loci génicos; ou que 2) estejam localizados em
apenas 1 locus génico, mas que possam ter ocorrido erros durante a clusterizagao.

Os outros 11 genes da laranja doce ‘Valéncia’, cujos graficos ndo foram mostrados,
apresentaram um baixo nivel de expressdo, sendo que Cs2g16250.1, Cs5g13890.1,
Cs5g13960.1 e Cs5g16920.1 apresentaram niveis variando de 0 a 1,8 RKPM em todos os
orgaos. J4 os genes Cs5gl13930.1, Cs5g16960.1 e as 5 sequéncias denominadas singlets
apresentaram niveis de expressdo dentro de uma escala bem mais baixa, variando de 0 a 0,4
RKPM em todos os 6rgdos, sendo que calo apresentou valores préximos a 0.

A descoberta desses 4 genes Mir da laranja doce cv. ‘Valéncia’, que se mostraram
relevantes para estudos posteriores, levou a identificacdo desses mesmos genes no genoma da
cv. ‘Péra’, por meio de alinhamentos multiplos e alinhamentos dois-a-dois. Como resultado,

os 4 genes foram renomeados como genes tnicos de C. sinensis (Tabela 4).

Tabela 4: Identificacdo Unica de genes Miraculina de Citrus sinensis isolados das cultivares
‘Valéncia’ e ‘Péra’.

Identificacio tinica do gene Cultivar ‘Valéncia’ Cultivar ‘Péra’
CsMirl Cs1g09420.1 CAS-CS-106095
CsMir2 Cs5g16780.1 CAS-CS-107308
CsMir3 Cs5g16770.1 CAS-CS-103575
CsMird Cs5g16850.1 CAS-CS-107757

A andlise da expressdo desses 4 genes Mir na cultivar ‘Péra’ foi feita com base no
numero de ESTs encontradas nos Contigs dos unigenes indicados na Tabela 3, observando-se

em quais 6rgaos e condi¢des os genes haviam sido expressos (Figura 3).
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Figura 3. Expressdo de 04 genes Mir em folha, fruto e flor de laranja doce cv. ‘Péra’, equivalentes a 04 genes

encontrados na cv. ‘Valéncia’, com base nas informacdes de ESTs presentes nos contigs disponiveis no banco de
dados CitEST.

Com relagdo aos niveis de expressdo, entre os genes de laranja doce ‘Péra’, o gene
CsMir3 foi encontrado mais expresso em bibliotecas de fruto com diametros de 1cm, 2,5 e
Scm, totalizando 52 ESTs encontradas nesse 6rgao. Além de fruto, o gene CsMir3 também foi
encontrado expresso em folhas infectadas por Xylella fastidiosa e pelo virus da leprose dos
citros (4 e 15 ESTs, respectivamente) e em flor (6 ESTs). Por outro lado, entre os 6rgdos, a
frutos (1 a 5 cm de didmetro) foi observada para os 4 genes, enquanto que o perfil de
expressdo variou entre eles. Estes dados diferem, em parte, dos observados na cultivar
‘Valéncia’, provavelmente devido as condig¢des de estresses ambientais na montagem de
experimentos para a constru¢do das bibliotecas.

Em relacdo a expressdo dos demais genes miraculina de C. sinensis cv. ‘Péra’, e de
modo geral, todos foram encontrados predominantemente expressos somente em folhas
infectadas por leprose dos citros e X. fastidiosa, flor e em casca sadias de casa de vegetacdo e
frutos com didmetros de lcm, 2,5cm, Scm e 7cm, sendo mais expressos frutos na fase inicial
de desenvolvimento com 2,5 cm de didmetros, apesar de no banco de dados CitEST conter
sequencias que foram expressas em tecidos de vérios 6rgdos de C. sinensis sob diversas

condig¢des bidticas e abidticas (REIS et al., 2007; TARGON et al., 2007),
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5.4 Caracterizacao molecular de proteinas miraculinas de Citrus sinensis

Estudos protedmicos sdo cruciais para a compreensao da fungdo celular. Neste
sentido, a utilizacdo de preditores pode fornecer a localizacdo de regides importantes para as
funcdes das proteinas de diferentes organismos procariotos ou eucariotos. Os dados de
protedmicas preditos para locais funcionais de anotacdo de familia e eventos pds-traducionais
foram indicados de maneira comparativa para as quatro proteinas preditas dos quatro genes

encontrados idénticos em ‘Valéncia’ e ‘Péra’ na Figura 4.

CsMirl MKTSFVVKLSFLILALAT--KAQLGTSE-SEPVLDVYGNKVESNLEYKLLEVKNGT--SG
CsMir3 MKTSLITTLSFLILTLAT--QPLLGISSNSEPVLDIIGNKVKSTLEYKLIPVLDG---AG
CsMir4 MKISLATTLSFLILALGSNSLLVLGTSSVPEPLLDVNGNKVESTLQYYIVSAIWGAG-GG
CsMir2 MKTSLVTTLSFLILALAT--KPQLGASE-SEPILDVYGNQVDSSHRYYLVSALWGVKTGG
v v
* *
CsMirl GFSIHGGTSGECPLDVVQLSSPTERDHYVRLLPFDNSTVVRESTDLNLIEPVWTVGN—--—
CsMir3 GFSTHLGTNGQCPLDVIQLSSPSERGDNLRLLPYDNYKIVKVSTDVNLRFPVKVSVKPCN
CsMir4 GVSLHGGRNGYCPLDVIQLPSDMONGIKLTLSPYNNSTIVRESTDLNLRFSVLLSGRDCC
CsMir2 GISADKGKNGQCPTDVIQLSPKDKRGKNLGLLPYDNSTIVRESTNIKLKFSRVSSLQQCN
CsMirl @ —————————- YNDSLGKWFLTTGGIIGHPGAKTLLNWFKLEKVS—-——-==——————— VSIY
CsMir3 EEP-————- LWKVDSYDDPLIVTGGSEGHPGAETLLNWFKIEKAGN—-——————— FSYGGVY
CsMir4 NEQPLWKVDNYDAASGKWEF ITTGGLDGHPGAETLLNWFKLEKIGN-—-—====——-—— FPGTY
CsMir2 KDS-LWKVDNDNASLGKQFITIGE--—-——- GKTCONFFKLEKVSASIFDMKIALDIPCLY
* * * *

CsMirl NLVHCPSVCD-SCVKLCNKVGIFYVDGVRRLVLVRDDDQP---LRLVLFPAPNPSRSSM-
CsMir3 NIVHCPSVCL-SCPRRCNKIGVSTKDGVRRLLLVGDHEPA---LNVLFFPSEESSRLLQA
CsMir4 KIVHCPSVCE-SCVKLCNNVGRSFEDGVRRLVLVRDDEPA---FPVVLIPATERSTSV--
CsMir2 KIVHCSTLVNGSCDTLCKDVGVSNVDGVQRLVVVDDNDQPNLPLPVVLFPADSGRSMLEP
CsMirl ——=——————————————

CsMir3 ANAISRFFEAAEATISMTA

CsMird -

CsMir2 SL————————————————

Figura 4: Alinhamento multiplo das quatro sequencias de aminodcidos deduzidas de C. sinensis das cultivares
“Valéncia” ¢ “Péra”. Em negrito a sequencia N-terminal de peptideo sinal, sombreado em amarelo indica a
anotagdo para dominio inibidor de tripsina tipo Kunitz, sombreado em azul os pontos de fosforilagdo. Sublinhado
indica sitios de N-glicosilagdo, sombreado em cinza indica as cisteinas conservadas, asteriscos e setas pretas
indicam as cisteinas que formam pontes dissulfeto.

A predicdo de sitios de dominios funcionais de proteinas usando do Programa ProSite
revelou que somente trés proteinas miraculinas de C. sinenesis (CsMirl, CsMir2 e CsMir4)
apresentaram possiveis dominios para Super familia de Inibidor de proteinase Tripsina do tipo

Kunitz de soja, conforme destacado em amarelo na Figura 4. A maioria das proteinas
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miraculinas possuem acdo inibidora de tripsina, tendo sido contatada para a Miraculina nativa
de Murraya Koeniigi por GAHLOTH et al. (2011 e 2009). Os inibidores de tripsina da planta
de soja do tipo Kunitz (STI) sdo proteinas com uma massa molecular de aproximadamente 20
kDa e tem geralmente quatro residuos de cisteinas dispostos em duas pontes dissulfeto
constituida em sua fase madura por 190 aminodcidos. Segundo Selvakuman et al. (2011),
além desses inibidores desempenharem acdo na defesa de plantas contra predadores, sdo
conhecidas por estarem envolvidos em muitas funcdes bioldgicas, tais como a coagulacdo do
sangue, agregacdo de plaquetas e anticarcinogénese.

Como eventos pos-traducionais, a presenca de um sitio de clivagem de protease
indicando um peptideo sinal foi confirmado para as 04 proteinas analisadas, o qual estd
destacado em negrito nas respectivas sequencias alinhadas, apresentando comprimentos de
17, 22, 25 e 29 nt para as proteinas CsMirl a CsMir4, respectivamente (Figura 4). A
sequéncia do peptideo sinal € um sitio que indica o direcionamento da proteina para outra
organela ou meio extracelular, por meio de proteases o peptideo sinal € liberado e o restante
da sequéncia representa a proteina madura (BENDTSEN et al., 2004).

Devido a importancia do dobramento correto das proteinas sintetizadas para as suas
funcodes, a presenca de residuos de cisteinas conservados dentro da familia de proteinas
miraculinas foi localizado nas quatro proteinas Mir de C. sinensis selecionadas. Como
resultado, somente as proteinas CsMir3 e CsMir4 apresentaram 6 residuos conservados
implicados em 03 ligagdes de pontes dissulfeto (indicadas com asterisco e setas, Figura 3),
descritas para miraculina nativa por GAHLOTH et al. (2009). A proteina CsMirl apresentou
5 residuos conservados de cys, porém apresentou as quatro cisteinas conservadas descritas
para os inibidores de proteinase Tripsina (STI) envolvidas em duas pontes dissulfeto. Ja a
proteina CsMir2 apresentou 7 cisteinas, sendo apenas 5 em posicOes esperadas para a
formacao de pontes dissulfeto, e duas em posicdes extras, as quais podem interagir com outras
moléculas.

Pesquisas tem revelado a importancia desse aminodcido (cisteina) para atividades
metabolicas dos seres visos, este desempenha importante papel na estabilidade molecular e
resisténcia a protedlise ao formarem ligagdes dissulfeto (FANTINI et al., 2008; SANTOS et
al.,, 2010). Residuos de cisteina e pontes dissulfeto auxiliam na dobragem e estabilidade
estrutural de proteinas. A substitui¢do desses residuos formam ligacdes dissulfeto com outros
aminodcidos e leva a desistabilizacdo proteica (KEISUKE ITO et al., 2011).

A presenca de possiveis sitios de N-glicosilagdo foi confirmada para as quatro

proteinas preditas, com nimero varidvel, os quais estdao indicados sublinhados na Figura 4. A
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N-glicosilagao ocorre em algumas proteinas através da adicdo de oligossacarideos na cadeia
proteica em posigdes especificas e somente no reticulo endoplasmético € no complexo de
golgi, esse processo ocorre através da ligagdo N-glicosilagdo no grupo NH? da asparagina,
ocorre apenas em motivos Asn-xaa-Ser/Thr onde xaa é qualquer aminodcido exceto prolina
(GRUPTA, 2004; KERBAUY, 2008).

Dessa forma, CsMirl apresentou 4 possiveis sitios de glicosilagdo nas posi¢des 51
(Asn, Gly, Thr, Ser), 91 (Asn, Ser, Thr, Val), 114 (Asn, Asp, Ser, Leu) e 199 (Asn,-Pro, Ser,
Arg). CsMir2 apresentou 3 sitios nas posicdes 93 (Asn, Ser, Thr, Ile), 128 (Asn, Ala, Ser,
Leu) e 180 do tipo (Asn, Gly, Ser, Cys) respectivamente. Segundo Kerbauy (2008) existem
casos em que a N-glicosilagdo ocorre dentro de Asn-Xaa-Cys (uma cisteina que se opdem a
uma serina / treonina na posi¢do N + 2). CsMir3 apresentou apenas um sitio de glicosilagdo
na posicdo 155 do tipo (Asn, Phe, Ser, Tyr), enquanto que CsMir4 apresentou 2 possiveis
sitios de glicosilagdo nas posi¢cdes 94 e 95 da sequéncia de nucleotideo ( Asn, Asn, Ser, Thr) e
(Asn, Ser, Thr, Ile).

As células realizam uma série de processos para seu bom funcionamento desde a
sinaliza¢do, o reconhecimento de moléculas que proporcionem interagdes ao processo de
producdo de energia. A fosforilagdo e a miristoilacdo podem ter variados propdsitos como
reconhecimento e adesdo celular, sintetizacdo de ATP. Por esta razdo, possiveis sitios de
fosforilacdo e de miristoilagdo também foram estudados.

De acordo com o programa NetPhos, sitios de fosforilacdo serinas, treonina e tirosina
em proteinas eucaridticas (BLOM, 1999) foram evidenciados para as quatro proteinas Mir de
C. sinensis selecionadas e apontados em azul na Figura 4. Na proteina CsMirl foram
encontrados 13 locais de fosforilagdao distribuidos ao longo da sequéncia de aminodcidos,
onde 09 s3o do tipo Ser, 02 do tipo Thr e 2 do tipo Tyr. A presenca de 13 sitios de
fosforilagdo foi indicada para a proteina CsMir2, sendo 11 do tipo Ser e 2 do tipo Thr. Para
CsMir3 foram encontrados 11 possiveis sitios de fosforilacdo, sendo 7 do tipo Ser, 1 do tipo
Thr e 3 do tipo Tyr (4, 125, 158). Similarmente, a proteina CsMir4 tem em sua constitui¢do
12 sitios de fosforilacdo, sendo 7 do tipo Ser, 4 do tipo Thr e 1 do tipo Tyr. A fosforilagdo é o
processo metabdlico de sintese de ATP a partir da energia liberada pelo transporte de elétrons
na cadeia respiratéria (SARBASSOV et al., 2005).

Ja a predicdo de sitios de miristoilagcao N-terminal de proteinas, onde apenas glicinas
sdo miristoiladas (BOLONGA ET AL., 2004), revelou que somente trés proteinas miraculinas
de C. sinenesis (CsMirl, CsMir2 e CsMir3) apresentaram possiveis sitios de miritoilagdo, 01

sitio altamente confidvel e 02 de confiabilidade média, em cada uma delas (Dados ndo
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mostrados). A predicdo para a CsMir4 resultou em dados de baixa confiabilidade com
resultados negativos para miristoilacdo. Através do processo de N-miristoilagdo proteica
ocorre a transferéncia do dcido miristico, um dcido graxo saturado de 14 carbonos. De acordo
com Gahloth et al. (2011) e Santos et al. (2013), esta acao estd relacionada com a viabilidade
celular, visto que pode permitir a associacdo de proteinas com membranas celulares ou
interacdo proteina-proteina.

Os dados de parametros fisico-quimicos analisados para proteinas CsMir maduras, ou

seja sem o peptideo sinal, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Identificacdo de parametros fisico-quimicos de proteinas CsMir maduras

Proteina | Comprimento Massa pH Meia vida/tempo
madura | (aminoacidos) | molecular tedrico | Reticuldcito | Levedura | E. coli
(Da) humana in vivo in vivo
in vitro
Mirl 185 20398.2 5.55 0,8 h 10 min 10 h
Mir2 215 23412.7 7.46 7,2 >20 h >10h
Mir 3 213 23194 .4 5.84 20h 30min >10h
Mir4 195 21273.1 5.37 100h >20h >10

As quatro proteinas Mir maduras de C. cinensis Mirl, Mir3 e Mir 4 apresentaram
comprimento de 185, 213 e 195 aminoacidos, com massa molecular de 20398.2, 23194.4 e
21.273.1 Da, respectivamente, enquanto que Mir2 tem comprimento de 215 aminodcidos,
com massa molecular de 23412.7 Da. A massa molecular das proteinas madura estar de
acordo com o que muitos autores descrevem (PALADINO et al., 2007; SELVAKUMAN,
2014).

O pH tedrico das proteinas CsMirl, CsMir3 e CsMir4 se mostrou 4cido, variando
entre 5.37 a 5.84, enquanto que o da proteina CsMir2 foi de 7,46, a dnica a apresentar pH
tedrico bdsico. A varidvel de pH pode indicar o local de trabalho da proteina, podendo ser
intra ou extra celular. Isomorfas 4cidas trabalham fora da célula, podendo estar livres ou
acopladas. Pesquisas confirmam que em pH &4cido hd uma maior expressdo do genes Mir e
que a ativagdo da propriedade de modificar o sabor azedo em doce depende do meio ao qual

encontra-se (MISAKA, 2013).

O tempo de meia vida apresentado por elas estima-se entre 0,8 a 100 horas em
reticulcito humano in vivo, de 10 min a mais que 20 horas em levedura in vivo ou seja menor
tempo de meia vida, em Escherichia coli com 10 ou mais que 10 horas. A meia vida é uma

informacdo relevante para a produgcdo de proteinas heterdlogas, visando sua producgdao
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comercial em larga escala. Em alguns organismos como levedura o tempo de vida pode

influenciar no perfil de expressao de genes Mir (TANASE, 2010).

5.5 Inferéncias filogenéticas de miraculinas de Citrus sinensis cultivar ‘Valéncia’

Inferéncias filogenéticas foram dadas a partir dos dados de um alinhamento multiplo
das 16 proteinas CsMir da cultivar ‘Valéncia’ com 13 sequencias similares, sem redundancia,
utilizando o programa Clustalw, que gerou uma d&rvore filogenética (dendrograma de
similaridade) enraizada com comprimento de braco pelo método de UPGMA (de Unweighted
Pair Group Method with Arithmetric Mean). A anélise filogenética agrupou as sequencias em
2 grandes ramos e indicou que todas possuem um mesmo ancestral comum e teriam divergido
ao longo do tempo (Figura 5).

Um ramo da arvore foi composto apenas pelo gene Orangel.1t01406.1 e sua
sequencia similar a VVHP-VITISSY, de Vitis vinifera, e representa um ramo diferente das
demais espécies agrupadas partindo de um mesmo ramo da arvore filogenética,
provavelmente por possuir particularidades ndo comunicantes entre elas, especialmente

devido ao comprimento, como ja demonstrado nas Tabelas 2 e 3 (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma de proteinas miraculina de C. sinensis cv. ‘Valéncia’ com sequencias similares
identificadas por BLASTx no GenBank (NCBI), identificadas na Tabela 2.

O segundo ramo da arvore é composto por trés subgrupos sendo um constituido por C.
sinensis, C japonica, C. tamurana e Miraculinas—like, levando a crer que compartilham de
caracteristicas em comum. O segundo subgrupo € formado em sua maioria por C. sinensis e
Murraya koenigii, o que corrobora com resultados obtidos em estudos realizados por Gahloth
(2009) e Selvakumar (2011), onde afirmaram que Murraya koenigii e citros divergem de uma
mesma ancestralidade e que estariam proximas evolutivamente.

O terceiro subgrupo é formado por proteinas hipotéticas C. sinensis e Miraculina-

like, podem apresentar caracteres particulares que as classifica em subgrupo diferente.
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Estudos filogenéticos indicam que o género Citrus € bastante antigo, teria divergido por volta
de 85 milhdes de anos atrds a partir de Malvales estando perto filogeneticamente de mamao,
cacau e Arabidopsis (XU et al., 2014). Um ciclo reprodutivo pouco frequente em alguns taxa
por causa da apomixia, do sexo masculino e/ou esterilidade feminina, juvenilidade longa e
propagacio vegetativa podem contribuir para a restricdo da expansiao do genoma e evolugdo.
Selvakumar (2011) e Xu et al. (2014) apontaram que o tamanho e a frequéncia das familias de
genes pardlogos acumuladas em cada genoma servem como registro de processo evolutivo.
Fatores genéticos como duplicacdo génica, mutagdes naturais entreotros podem estar
influenciando diretamente na expressdo de genes Mir em C. sinensis. A complexidade
filogenética e taxondmica dos citros devido a particularidades reprodutivas, caracteres
indicadores de parentesco, fundamentados em sua morfologia, anatomia e bioquimica bem
como origens de cultivos, confere dificuldade na classificacao ao nivel de familia e subfamilia
desse género (NUNES et al., 2005). A intercompatibilidade sexual possibilita a origem natural
de hibridos intergenéticos ao logo do processo evolutivo do grupo (PEREIRA, 2012). Assim a
similaridade existente entre miraculinas de C. sinensis com demais espécies aqui identificadas
podem estar relacionada ao compartilhamento de um ancestral comum com a superfamilia

Kunitz ja que a Mir € pertencente a esta superfamilia.
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5.6 Inferéncias filogenéticas de miraculinas de Citrus sinensis cultivar ‘Pera’

A partir de informacdes atualizadas das sequencias Mir cv. ‘Pera’, foi feito
alinhamento multiplo utilizando o programa Clustalw (Dados ndo mostrados), com base
nesses dados inferéncias filogenéticas foram atribuidas para 15 sequencias que mostram ORF
completa consideradas na andlise via BLASTx e 8 similares sem redundancia, gerando uma
arvore filogenética (dendrograma de similaridade) enraizada com comprimento de braco pelo
método de UPGMA (de Unweighted Pair Group Method with Arithmetric Mean). A anélise
filogenética agrupou as sequencias em dois grupos préoximos de seu ancestral comum (Figura

6).

csTR6R55. 1
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CAS—og106743.7
MLP-Cj
CeHp=CICLE v1Q0222
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CeHp—C—uv1 G022
{Gcﬁp-ﬂfﬂLE v10022271
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Figura 6. Dendrograma de protefnas miraculina de C. sinensis cv. ‘Pera’ com sequencias similares
identificadas por BLASTx no GenBank (NCBI).
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O primeiro grande ramo € formado por 13 unigenes e 5 similares, que possivelmente
estariam proximas evolutivamente e teriam divergido a muito tempo considerando a distancia
entre o ancestral comum e a posicdo atual evidenciada pelo dendrograma mostrando o
compartilhamento de caracteres intraespecificos, assim possiveis ortol6gos.

O segundo ramo € constituido por 2 unigenes e 3 proteinas hipotéticas de Citrus
Clementina. Estudos moleculares revelam a complexa classificacdo filogenética dos Citrus
devido hibridacdes naturais interespecificas, mutagdes espontaneas, alteracdes cromossdmicas
estruturais, apomixia e cultivo em ampla drea geografica (RADMANN, 2005).

Alguns autores consideram os genes Mir como constituintes de familias multigénicas,
semelhantes quanto a estrutura e funcionalidade. (NEI e RONEY, 2005). Miraculinas
caracterizadas mostram papel importante na defesa de plantas através de sua atividade
inibidora de tripsina (TSUKUDA et al., 2006). A literatura descreve que ao longo dos tempos
inibidores de tripsina evoluiram de um ancestral comum por duplicacdo de genes, e por
eventos de conversdo adaptaram-se a esse papel (SELVAKUMAR et al., 2011). Evidéncias
evolutivas indicaram que a maioria das espécies de plantas passou por duplicacdo de todo o
genoma, familias de genes pardlogos serve de registro desse processo evolutivo (WANG et
al., 2014).

A miraculina além de possuir atividade inibidora contra ataques de patégenos possui a
propriedade modificadora de sabor azedo em doce por ligar-se a receptores especificos de
sabor doce (hT1R2-hT1R3) presentes nas papilas linguais humana (MISAKA, 2013). Estudos
vem sendo realizado com a utilizagdo desta proteina na alimentacdo de pacientes com cancer
mostrando ter resultados positivos em relacdo a melhoria nutricional dos pacientes (WILKEN

et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

No genoma da espécie vegetal Citrus sinensis existem 16 genes Mir identificados na
cv. “Valéncia” e disponiveis no banco de dados CAP (Citrus sinensis Annotation

Project);

Dez genes miraculina da espécie Citrus sinensis do genétipo cultivar ‘Valéncia’
possuem sequencias diferentes daquelas do gendtipo cultivar ‘Péra’ selecionadas no

banco de dados CitEST;

Dos 16 genes Mir de laranja doce “Valéncia’ identificados, quatro sdo idénticos a
quatro genes isolados da cultivar ‘Péra’ (ortélogos) e apresentam alto nivel de

expressao em frutos, folhas e flor sob variadas condicoes;

Das quatro proteinas deduzidas de C. sinensis selecionadas e caracterizadas
molecularmente, trés apresentam dominio para Inibidor de Tripsina da superfamilia

Kunitz;

Das quatro proteinas deduzidas de C. sinensis selecionadas, trés apresentam pH

tedrico acido e uma basico;

Genes CsMirl e CsMir2 representam bons candidatos para ensaios de atividade
molecular in silico, por apresentarem melhores informagdes moleculares dentre os

analisados vidveis ao seu funcionamento a nivel de expressao.

Perspectivas de que novos trabalhos sejam realizados a partir desses resultados.
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