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RESUMO

NISHIMURA, D. S. Perfil transcricional dos genes envolvidos na via de biossintese de
carotenoides e quantificacdo dos metabdlitos em laranjas de polpa vermelha. 2012,
136 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séao
Paulo, Piracicaba, 2012.

A combinagdo do aumento da populagdo mundial e a melhoria nos padrdes de vida estéo
levando a uma maior demanda por alimentos com alto valor nutricional. As variedades de
laranjas de polpa vermelha sdo as unicas laranjas que acumulam licopeno na polpa e no suco.
O licopeno € um carotendide considerado como um composto antioxidante, com acao
potencial na prevencdo de alguns tipos de cancer. Apesar do valor nutricional agregado as
laranjas de polpa vermelha, a caracterizacéo fisiologica e molecular dos carotendides nessas
laranjas permanece pouco estudada. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de
transcricdo de genes envolvidos na via de biossintese dos carotendides e quantificar a
concentracdo dos carotendides na polpa dos frutos de duas laranjas de polpa vermelha e da
laranja Péra (controle). Para comparacdo entre variedades, os frutos das laranjas Sanguinea-
de-Mombuca (‘SM’) e Bahia Cara-Cara (‘CC’), que possuem polpa vermelha, e da laranja
Péra (‘P’) foram colhidos aos 270, 300 e 330 dias apos o florescimento (DAF), em
Cordeiropolis (CCSM). Para identificar a influéncia climatica no acumulo de carotendides,
frutos da laranja de polpa vermelha ‘SM’ foram também colhidos frutos aos 270, 300 e 330
DAF em diversos locais: CCSM, Mogi-Mirim (MM) e Sdo Bento do Sapucai (SBS). A
quantidade dos transcritos dos genes fitoeno sintase (PSY), fitoeno dessaturase (PDS), C-
caroteno dessaturase (ZDS), carotendide isomerase (CRTISO), licopeno e-ciclase (LCYeg),
licopeno B-ciclase (LCYP), hidroxilase B-caroteno (HYPB) e zeaxantina epoxidase (ZEP), que
codificam para as enzimas da via de biossintese dos carotenoides, foram analisados por PCR
em tempo real. A quantificacdo dos principais carotenoides presentes no suco dos frutos foi
realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. A andlise quantitativa de
transcritos obtidos a 330 DAF indicaram a existéncia de maiores niveis de expressao dos
genes precursores dos carotenos (PSY, PDS, CRTISO, ZDS, LCYp) nas variedades de polpa
vermelha, principalmente na ‘SM’. A quantidade dos carotenos fitoflueno, licopeno e [3-
caroteno foram maiores nas laranjas vermelhas, em relagdo ao observado nos frutos de laranja
Péra, correlacionando com os niveis de expressdo génica. Nos frutos da laranja pigmentada
‘SM” coletadas aos 330 DAF pode-se observar uma possivel associacdo entre o clima do local
de cultivo e o contetdo de transcritos dos genes da via de carotenoides. O cultivo em clima
mais quente (MM) resultou em frutos com maiores niveis de transcritos dos genes precursores
de carotenos (PSY, PDS, ZDS, CRTISO e LCYp), enquanto que o cultivo em regido de clima
mais frio (SBS) resultou no aumento do nivel de transcritos dos genes precursores das
xantofilas (HYB e ZEP). Como consequéncia, houve um acumulo maior dos carotenos
fitoflueno, licopeno e B-caroteno, nos frutos cultivados em locais quentes, porém, em regioes
mais frias, houve maior acumulo das xantofilas zeaxantina e violaxantina, nos frutos. Com o
sequenciamento das regides de diferentes genes da via de biossintese de carotendides, foram



identificadas algumas mutacfes pontuais na sequéncia de nucleotideos dos genes PSY,
CRTISO e ZDS da variedade pigmentada ‘SM’, em comparagdo com os mesmos genes da
laranja Péra. Algumas dessas mutacdes resultaram na alteracdo de aminoécidos na sequéncia
das proteinas e deste modo, supde-se que estes genes sejam 0s principais candidatos a serem
0s responsaveis pela alteracdo do fendtipo das variedades que produzem frutos com polpa
avermelhada, ricos em licopeno.

Palavras-chave: Citrus sinensis [L.] Osbeck. Licopeno. B-Caroteno. CLAE. PCR em tempo
real. SNP.



ABSTRACT

NISHIMURA, D. S. Transcriptional profile of genes involved in carotenoids biosynthesis
pathway and metabolites quantification in red-fleshed sweet oranges. 2012. 136 f.
Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2012.

The increasing world population and improvement in living standards are leading to greater
demand for food with high nutritional value. The sweet orange varieties with red-flesh are the
only ones that accumulate lycopene in the pulp and juice. Lycopene is a carotenoid
compound with antioxidative property which may have a potential action in preventing some
cancers. Despite of the high nutritional value in the red-fleshed oranges, the physiological
and molecular characterization of carotenoids remains to be elucidated. The present work
aimed to characterize the transcriptional profile of genes involved in carotenoids biosynthesis
pathway and quantify the carotenoids in red-fleshed oranges and Péra orange (as a control).
For a direct comparison among the varieties, fruits of Sanguinea-de-Mombuca (‘SM’) and
Bahia Cara-Cara (‘CC’) red-fleshed sweet oranges, and Péra orange were harvested at 270,
300 and 330 days after flowering (DAF) in Cordeirdpolis station (CCSM). To investigate the
impact of climate variation on carotenoids accumulation, red-fleshed fruits ‘SM’ orange were
harvested on 270, 300 and 330 DAF in different climate locations: Cordeirdpolis station
(CCSM), Mogi-Mirim (MM) and Séo Bento do Sapucai (SBS). Quantitative transcriptional
analysis of the genes phytoene syntase (PSY), phytoene desaturase (PDS), (-carotene
desaturase (ZDS), carotenoid isomerase (CRTISO), lycopene e-ciclase (LCYe), lycopene 3-
cyclase (LCYB), hydroxylase -carotene (HY) and zeaxanthin epoxidase (ZEP) related to the
carotenoids biosynthesis pathway were performed by quantitative Real Time PCR. Further,
carotenoids quantification in red-fleshed fruits was measured by high performance liquid
chromatography. The transcriptional profile at 330 DAF revealed high expression levels for
the carotene gene precursors (PSY, PDS, CRTISO, ZDS, LCYp) in red-fleshed oranges, in
particular to ‘SM’ orange when compared to Péra orange. Carotenoids profiling displayed
higher phytofluene, lycopene and B-carotene concentrations in red-fleshed orange than Péra
orange fruits. Transcript levels of genes related to the carotenoids pathway were responsive
to the climate variation in red-fleshed orange harvested at 330 DAF. In warmer climate
conditions, increased expression levels were found for the genes related carotene precursors
(PSY, PDS, ZDS, CRTISO and LCYp), whereas under colder climate conditions, the red-
fleshed fruits orange showed higher expression levels for the xanthophylls precursors genes
(HYB e ZEP). As a consequence, the carotenes phytofluene, lycopene and [(-carotene
accumulated in warmer climate developed fruits, instead of colder climate conditions, where
the fruits accumulate increased concentrations of xanthophylls such as zeaxanthin and
violaxanthin. Moreover, the sequencing of fragments from different genes related to the
carotenoids pathway enabled the identification of point mutations for the genes PSY, CRTISO
and ZDS in the red-fleshed variety. These mutations caused amino acid changes in the protein
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which indicates that these genes might be responsible for the phenotypes red-fleshed fruits
and increased lycopene levels shown in the variety ‘SM’.

Keywords: Citrus sinensis [L.]. Osbeck. Lycopene. B-Carotene. HPLC. Real Time PCR. SNP.
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1 INTRODUCAO

O Brasil detéem 50% da producdo mundial de suco de laranja e seus subprodutos,
exporta 98% do que produz e consegue 85% de participagdo no mercado mundial. Juntos,
Sdo Paulo e a Florida detém 81% da producdo mundial de suco. S6 o Estado de S&o Paulo
possui 53% do total. Na safra 2009/2010, a producéo brasileira foi de 397 milhdes de caixas
de laranja de 40,8 kg (NEVES et al., 2010). Diante disto, vemos que a cadeia citricola pode
ser considerada como um dos segmentos mais globalizados do agronegdcio brasileiro. Com
grande parte de sua producdo voltada ao mercado externo, a cadeia traz anualmente mais de
US$ 1,5 - 2,5 bilhdes em divisas para o Brasil, sendo um dos principais produtos na pauta das
exportacdes (FNP, 2012).

As laranjas doces sdo originarias da China, conhecida cientificamente por Citrus
sinensis (L.) Osbeck, estas podem ser classificadas em funcdo da coloracdo da polpa dos
frutos. As laranjas claras sdo caracterizadas pela cor amarela da polpa e do suco (Figura 1),
devido a presenca de carotendides, que sdo pigmentos que variam entre 0 amarelo e 0
vermelho. As diferentes cores na polpa dos frutos observadas nas variedades deste grupo séo
decorrentes de flutuacBes na quantidade dos diferentes carotendides presentes, principalmente
das xantofilas (BITTERS, 1961). A este grupo pertencem quase que a totalidade das laranjas
comerciais cultivadas no mundo todo, tais como a Péra e a Valéncia; laranjas sem acidez, a
Lima e outras; e incluem também as variedades de mesa, tais como as laranjas Bahia. A
variedade Péra, dentre as variedades de laranjas comerciais, € a que se destaca tanto para o
consumo de frutos in natura como para 0 processamento do suco pasteurizado, devido as suas
caracteristicas de sabor.

O outro grupo de laranjas doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck] sdo as variedades de
polpa vermelha ou falsas-sanguineas (Figura 2). Nestas, a coloracdo vermelha da polpa é
devido a presenca de maiores teores de carotendides do grupo dos carotenos (principalmente
de licopeno) [LEE; COATES, 2002; FANCIULLINO et al., 2006; XU et al., 2006a; LIU et
al., 2007]. O licopeno é o principal responsavel pela coloragdo vermelha da polpa dos frutos
das variedades Bahia Cara-Cara (SAUNT, 2000) e Hong Anliu (LIU et al., 2007). As laranjas
de polpa vermelha sdo mutantes que surgiram de forma espontanea no campo, provavelmente
originadas de laranjas de polpa clara. A Bahia Cara-Cara, a Sanguinea-de-Mombuca, a

Valéncia Puka sdo exemplos de variedades de polpa vermelha presentes no Brasil. A Bahia
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Cara-Cara é uma laranja mutante que surgiu de forma espontdnea da Washington Navel
(conhecida como laranja Bahia), na Venezuela (SAUNT, 2000). A variedade pigmentada
Sanguinea-de-Mombuca também é uma mutante que surgiu de forma espontanea encontrada
na regido de Mombuca (SP), mas néo se sabe ao certo qual seria a variedade original.

A laranja é conhecida como uma importante fonte de vitamina C para a alimentacdo
humana. Acredita-se que o cultivo e a comercializagdo das variedades de polpa vermelha
possam aumentar ainda mais o potencial do econdmico no pais, porque sdo variedades que
apresentam maior valor nutricional e nutracéutica, devido ao acimulo do pigmento licopeno.
O licopeno é considerado um dos mais potentes agentes antioxidantes naturais, sendo
sugerido na prevencdo de cancer, devido a sua capacidade de proteger moléculas, inclusive o
DNA, da acdo de radicais livres (SHAMI; MOREIRA, 2004).

Trabalhos ressaltam que nos frutos de citros, a composicdo e quantidade dos
carotenoides variam enormemente entre espécies (FANCIULLINO et al., 2006), variedades
(LEE; COATES, 2002; FANCIULLINO et al., 2006), estadios de maturagdo dos frutos (LEE;
COATES, 2002; KATO et al., 2004), clima ou regido de cultivo (MOULY; GAYDOU;
CORSETTI, 1999) e efeito de processamento (GAMA; SYLOS, 2007). Diante dos resultados
acima observados para as laranjas de polpa clara, confirma-se a necessidade da realizacdo de
estudos mais completos com as laranjas de polpa vermelha, em locais de climas distintos e
nos diferentes estadios de maturacdo dos frutos, visando caracterizar; através da quantificacdo

dos metabdlitos e transcritos dos genes da via de biossintese de carotendides.



Figura 1 - Fruto da laranja Valéncia, do grupo das variedades de polpa clara

Figura 2 - Fruto da laranja Sanguinea-de-Mombuca, do grupo das variedades de polpa vermelha
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos isoprenodides (Tetraterpenos-Ca) com cadeias de
polieno que contém 15 duplas ligacBes conjugadas (BRITTON; LIAAEN-JENSEN;
PFANDER, 1995). A cadeia pode ser terminada por grupos terminais ciclicos (anéis) e pode
ser complementada com grupos funcionais contendo oxigénio. Com base na sua estrutura
quimica, os carotenoides em plantas sdo classificados em dois grupos: os carotenos, formado
de hidrocarbonetos (alguns exemplos: C-caroteno, a-caroteno e B-caroteno) e as xantofilas
cadeia de hidrocarboneto, com grupo oxigenado como hidroxilas ou cetonas (alguns
exemplos: B-criptoxantina, violaxantina e zeaxantina), sendo os oxigenados derivados destes
hidrocarbonetos (NAMITHA; NEGI, 2010) (Figura 3).

Amplamente distribuidos na natureza, aproximadamente 700 carotendides ja foram
identificados na natureza (BRITTON; LIAAEN-JENSEN; PFANDER, 1995). Nas plantas
superiores, 0os carotendides sao sintetizados e acumulados nos cloroplastos, dos tecidos
fotossintéticos, nos cromoplastos nos frutos e flores (NAMITHA; NEGI, 2010;
SANDMANN, 2001), e servem como precursores de outros componentes importantes
biologicamente (FESTER et al., 2002; GUILIANO et al., 2003; MILBOROROW, 2001).

Estes pigmentos tém um papel chave na vida das plantas tem a funcdo antioxidante
para proteger clorofilas contra a foto-oxidacdo durante a fotossintese (CUNNINGHAM,;
GANTT, 1998; FRASER; BRAMLEY, 2004; GREEN; DURNFORD, 1996; NI'YOGI, 2000)
e sdo considerados como substratos precursores para biossintese do regulador de crescimento
acido abscisico (NAMBARA; MARION-POLL, 2005) e outros fito-horménios
(AULDRIDGE; McCARTY:; KLEE, 2006), como corante nas flores para atrair polinizadores
ou em frutos para atrair para promover dispersores de sementes (CUNNINGHAM; GANTT,
1998; FRASER; BRAMLEY, 2004).

Carotenoides na dieta humana séo principalmente derivados de plantas onde eles estéo
naturalmente presentes nas folhas, flores e frutas. Em geral, 0 aumento na intensidade da cor
em um Orgdo da planta indica um nivel mais elevado de carotendide (NAMITHA; NEGI,

2010). O acumulo de carotendides na casca dos frutos citricos ocorre simultaneamente com a
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degradacéo de clorofila, durante o processo de amadurecimento do fruto, determinando assim
a sua cor (KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004). Em Citrus, os
carotenoides sdo responsaveis pela cor dos frutos maduros e do suco das frutas (laranja,
variando de amarelo a vermelho), que é um atributo importante na qualidade do fruto e no
aceite pelo consumidor. O contetdo e a composicdo dos carotendides variam muito entre as
cultivares e espécies de Citrus (FANCIULLINO et al., 2006; GROSS, 1987), estagio de
maturacao, praticas de producdo, manuseio pos-colheita, processamento e armazenamento dos
alimentos (NAMITHA; NEGI, 2010).
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Figura 3 - Exemplos de estruturas quimicas de alguns carotenos (C-caroteno, o-caroteno e 3-caroteno)
e de algumas xantofilas (B-criptoxantina, violaxantina e zeaxantina) (MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2008)
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Carotendides mostram diferencas qualitativas dependendo do tecido/6rgdo e da
espécie da planta. Por exemplo, tecidos verdes da maioria das plantas demonstram perfis
semelhantes de carotendides, acumulando ambos B,e-carotendide (com um - e um g-anel) e
B, B-carotendide (com dois B-anéis) [GOODWIN; BRITTON, 1988]. Em contraste, nos
tecidos coloridos, os carotendides mostram composicGes distintas que dependem da espécie
de planta. Por exemplo, o tomate é o melhor modelo para determinar o acimulo de
carotendides, o fruto acumula grandes quantidades de licopeno (FRASER et al., 1994). Em
geral, as plantas ndo acumulam carotendides nas raizes. O armazenamento nas raizes de
cenoura (BARANSKA et al., 2006) e de batata doce (HAGENIMANA et al., 1999) sdo
excecdes. Elas acumulam altas concentragdes de B-caroteno que é uma importante fonte de
vitamina A para dieta humana (NIELSEN; LEWIS; MORGAN, 2003).

2.2 Biossintese de carotendides

Em plantas, a via de biossintese de carotenoides esta ilustrada na Figura 4, inicia nos
plastidios com isopentenil pirofosfato (IPP) onde o produto é acumulado. Uma hipétese diz
que as enzimas da via de carotendides estdo associadas a membrana do plastidio
(CUNNINGAM; GANTT, 1998). A biossintese dos carotenoides inicia-se com uma unidade
de isopreno (IPP, Cs). Quatro unidades de IPP sdo condensadas para formar
geranilgeranilpirofosfato (GGPP; C20). Em seguida, duas moléculas GGPP séo condensadas e
catalisadas pela enzima fitoeno sintase (PSY), formando o carotendide fitoeno incolor (Cao)
(ARMSTRONG, 1997; SANDMANN, 1994; TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008).
Duplas liga¢6es conjugadas sdo subsequentemente adicionadas na molécula por duas enzimas
estruturalmente similares fitoeno dessaturase (PDS) e (-caroteno dessaturase (ZDS). Os
produtos dessas reacOes de dessaturacdo séo fitoflueno, C-caroteno, neurosporeno e licopeno,
contendo 5, 7, 9 e 11 duplas ligacGes conjugadas, respectivamente (TANAKA; SASAKI,
OHMIYA, 2008).

A coloragdo do carotendide varia em fungdo da quantidade de duplas ligagdes na
molécula, quanto mais insaturagdes apresentar, menor sera o comprimento de onda absorvido.
Os carotendides fitoeno e fitoflueno s&o incolores, o {-caroteno é amarelo, o neurosporeno é

laranja amarelado e o licopeno, apresenta coloracdo vermelha. Durante as etapas de
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dessaturacOes, varias reacBes intermedidrias com a configuracdo cis sdo produzidas
(TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008). A conversdo da molécula cis para trans-licopeno é
carreada pela enzima carotenodide isomerase (CRTISO), que foi identificada em tomate
(ISAACSON et al., 2002) e em Arabidopsis (PARK et al., 2002). Mais recentemente, Li,
Murillo Wurtzel (2007) relataram outra enzima carotendide isomerase (Z-1SO), identificada

em milho.
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Figura 4 - Via de biossintese de carotendides em plantas (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008)

O ciclizagdo do carotendide licopeno é considerado o ponto de ramificacdo da via
carotenogénica, catalizado pelas enzimas licopeno e-ciclase (LCYe) e licopeno [-ciclase
(LCYB), produzindo o a- e B-caroteno; respectivamente. Os carotendides a- € B-caroteno sao
diferentes entre si pela posi¢do da dupla ligagdo no anel ciclico da molécula (CUNNINGAM,;
GANTT, 1998). Os carotenodides a- e B-criptoxantina sdo os produtos da enzima [-ring

hidroxilase (HYB). O a-criptoxantina é convertido a luteina por hidroxilacdo (adicdo de um
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grupo de ligacao - OH), sendo esta reacdo de catalise realizada pela enzima e-ring hidroxilase
(HYe).

Do outro lado da via, o B-criptoxantina é convertido a zeaxantina pela reacdo de
hidroxilagdo da enzima HYP. Assim, a enzima zeaxantina epoxidase (ZEP) converte o
produto (zeaxantina) de HYB no substrato violaxantina (CUNNINGAM; GANTT, 1998;
TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008).

2.3 Regulacéo da biossintese e acumulo de carotendides

O metabolismo de carotendides e a sua regulacdo tém sido estudada em varias
espécies de plantas, como Arabidopsis (PARK, et al., 2002; POGSON et. al., 1996), tomate
(FRASER et. al., 1994; GUILIANO; BARTLEY; SCOLNIK, 1993; ISAACSON et al., 2002;
RONEN et al., 1999), pimenta (Capsicum annuum; BOUVIER et al., 1996; 1998), tabaco
(Nicotiana tabacum; BUSCH; SEUTER; HAIN, 2002), algas (STEINBRENNER; LINDEN,
2001), Citrus (KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004; RODRIGO;
ZACARIAS, 2007), damasco (MARTY et al., 2005; KITA et al., 2007) e outros. Tecidos das
plantas, em particular as pétalas das flores e os frutos, apresentam uma variacdo na
composicdo e na quantidade de carotendides (SANDMANN; ROMER; FRASER, 2006).

O metabolismo de carotendides é um processo complexo, que é todo regulado com o
ciclo de vida da planta, com mudancas dindmicas no conteldo e na sua composi¢cdo dos
pigmentos em resposta aos estimulos ambientais (CAZZONELLI; POGSON, 2010). A
luminosidade tem sido reportada como importante fator ambiental que regula o metabolismo
dos carotenoides em plantas (ALBA et al., 2000; DOMINGO et al., 2001; HUFF et al., 1983,
1984; LIU et al, 2009; SANDMANN; ROMER; FRASER, 2006; SCHOFIELD;
PALIYATH, 2005; WU et al., 2007).

Sob condigdes de luz, ocorre um elevado acimulo de pigmentos de clorofila, o que
leva consecutivamente a formagdo dos pigmentos de carotendide (SANDMANN; ROMER;
FRASER, 2006; SIMKIN et al., 2003).

A evidéncia direta de que a luz aumenta a biossintese dos carotendides das folhas vem
desde o inicio dos estudos. Além disso, foi demonstrado que sob escuriddo prolongada, a

biossintese de carotenodides é completamente interrompida (SIMKIN et al., 2003).
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O sistema-modelo de formacdo de carotenodides tem sido estabelecido em frutos de
tomate. Na coloracdo dos frutos de tomate, com o acumulo de licopeno, os niveis de
transcritos da isoforma PSYI e do gene PDS aumentam significativamente (FRASER et al.,
1994; GIULIANO et al., 1993; PECKER et al., 1992), enquanto que os mMRNAs das licopeno
ciclases (LCYp e -¢) desaparecem (PECKER et al., 1996; RONEN et al., 1999). Em cravo, as
diferencas na coloracéo das pétalas, de amarelo para laranja-avermelhado, sdo causadas pelas
diferengas no acimulo do carotendide amarelo, luteina. Também ja foi demonstrado que o
PSY é uma enzima essencial na biossintese dos carotendides em sementes de canola (Brassica
napus) (SHEWMAKER et al., 1999) e em frutos de tomate (FRASER et al., 1994).

Em Citrus, os genes que codificam as enzimas dos principais passos do metabolismo
de carotendides tém sido investigados e as suas expressGes tém sido avaliadas nas plantas
(ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO, 2009; KATO et al., 2004; KATO et al., 2006;
KITA et al., 2007). Durante o amadurecimento do fruto, a regulacao da transcricdo dos genes
de carotenoides parece ser um mecanismo importante pelo qual a biossintese e acumulacao de
carotenoides especificos sdo regulados (FRASER; BRAMLEY, 2004; HIRSCHBERG, 2001).
Os niveis de transcritos de mRNA dos genes PSY, PDS e ZDS aumentam na casca e na polpa
dos frutos durante o amadurecimento, consequentemente ocorre 0 massivo acumulo dos
carotenoides especificos, metabolizados por estas enzimas (KATO et al., 2004,
FANCIULLINO et al., 2008).

Em laranjas claras, Rodrigo, Marcos e Zacarias (2004) avaliaram a expressdo de oito
genes da via biossintética dos carotendides nas folhas e frutos nos diversos estadios de
desenvolvimento e observaram que 0s genes PSY e ZDS tiveram sua expressao aumentada
durante o periodo de desenvolvimento e amadurecimento. O gene PDS, apresentou
transcricdo moderada durante a fase do amadurecimento. Os genes LCYf3 e ZEP tiveram suas
transcri¢cGes presentes durante todo o processo de desenvolvimento e maturacdo em niveis
relativamente baixos em comparacdo com outros genes da via carotenogénica. Ja o gene
LCYe, apresentou elevada expressdo no inicio do desenvolvimento dos frutos, seguido de
rapido decréscimo nos estadios posteriores do desenvolvimento do fruto.

Em tangerina Satsuma, apds a investigacao de varios genes, 0 PSY teve sua expressao
aumentada na casca e no suco de fruta com o inicio da coloracdo (IKOMA et al., 2001; KIM
et al, 2001), enquanto que a expressdo dos genes PDS e HYP foram mantidas no fruto em
desenvolvimento (KIM et al., 2001; KITA et al., 2001).
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O actmulo de licopeno é uma caracteristica incomum na maioria das frutas citricas,
tendo sido relatado em poucas espécies. Os mutantes que acumulam licopeno foram
identificados em pomelos (Citrus paradisi Macf.), toranjas (Citrus grandis Osbeck) (SAUNT,
2000) e em laranjas doces (Citrus sinensis [L.] Osbeck), esta Gltima espécie com trés relatos
na literatura: Shara (MONSELISE; HALEVY, 1961), Bahia Cara-Cara (ALQUEZAR,
RODRIGO; ZACARIAS, 2008) e mais recentemente, na variedade Hong Anliu (LIU et al.,
2007).

Durante o amadurecimento do fruto, a casca e a polpa da laranja Cara-Cara acumula
altas quantidades de carotenos iniciais (fitoeno, fitoflueno, licopeno e p-caroteno) da via,
enquanto que as xantofilas apresentaram uma evidente diminuicdo, o contrario foi observado
na laranja Washington Navel, variedade clara, da qual foi originada (ALQUEZAR;
RODRIGO; ZACARIAS, 2008). Os resultados obtidos por Tao et al. (2007) mostraram que o
acumulo de fitoeno em Bahia Cara-Cara € responsavel pela regulacdo da expressdo do gene
PSY, o que sugere que 0 mecanismo de regulacdo ocorrido em Cara-Cara é bastante similar ao
demonstrado em tomate, mas esta hip6tese ainda precisa ser confirmada. Segundo os autores,
o licopeno acumulado nas vesiculas de suco de Cara-Cara poderia gerar um feedback positivo,
ou seja, o acumulo deste pigmento poderia induzir ao acimulo de fitoeno. Estes estudos
demonstram que o acimulo de licopeno esta altamente relacionado a0 aumento na expressao
dos genes PSY, PDS, ZDS. Isto sugere que uma possivel manipulacdo destes genes poderia
alterar o perfil de licopeno em Citrus, real¢cando a coloracdo e promovendo o0 enriquecimento
do teor nutricional do fruto (TAO et al., 2007).

Esforcos tém sido feitos para compreender a regulacdo molecular da via biossintética
de carotendides nos frutos de Citrus. Genes que codificam para as principais enzimas de
biossintese de carotenodides tém sido isolados e a expressdo deles na casca e polpa, durante o
amadurecimento natural de frutos de laranjas, limdes e tangerinas, tem sido investigada
(KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004). A comparacio no perfil de
expressdo de genes com as alteragdes na quantidade dos carotendides revelou os seguintes
passos na regulacdo da via na casca e na polpa dos frutos de laranja: (1) o aumento dos
transcritos dos genes PSY e ZDS aumenta consequentemente o fluxo dos pigmentos
precursores da via dos carotenos lineares; (2) o conteudo de carotendides nos frutos em
desenvolvimento e nos maduros, foi diretamente correlacionado com o perfil de expressao do
gene PDS, (3) a transicédo de cloroplastos para cromoplastos parece ser determinada por uma

progressiva diminuicdo na expressdo do gene LCYe e por um aumento concomitante na
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expressao do gene HYPB, que atua no direcionamento do fluxo de carotendide para a
acumulacdo de pigmentos coloridos durante o amadurecimento (KATO et al., 2004;
RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004).

O isolamento dos genes de biossintese de carotendides permitiu uma melhor
identificacdo dos postos-chave de regulacdo da via de biossintese de carotendides. Mas
mesmo assim, o conhecimento sobre os aspectos moleculares que regulam a via sdo ainda
limitados. A quantidade de carotenoides nos tecidos ndo € atribuida unicamente a capacidade
de sintetizar carotendides. O mecanismo que controla o acumulo de carotendides é
praticamente desconhecido. Dois diferentes mecanismos de regulacdo foram postulados. Um
estd relacionado a degradacdo de carotendides, e o0 outro esta relacionado a capacidade de
dreno (translocacéo) (KISHIMOTO; OHMINA, 2006).

Embora avancos significativos tenham sido feitos para entender o acumulo de
carotendides e a expressdo dos genes durante a maturacdo dos frutos de citros, o
conhecimento sobre as mudangas no metabolismo de carotendides em resposta a Vvarios
estimulos ambientais nos frutos ainda € limitado (MATSUMOTO et al., 2009; RODRIGO;
ZACARIAS, 2007). A maioria dos trabalhos foi realizada com variedades de frutos claros,
utilizando-se a como tecido, a casca (KATO et al., 2004; KATO et al., 2006; RODRIGO;
MARCOS; ZACARIAS, 2004; RODRIGO; ZACARIAS, 2007) e as vesiculas de suco
(KATO et al., 2004).

2.4 Importancia nutricional dos carotendides para a saide humana

Os carotendides sdo essenciais aos humanos que necessitam incorpora-los pela dieta,
por serem incapazes de sintetiza-los. A biodisponibilidade é definida como a fragdo de um
nutriente ingerido que se torna disponivel para o corpo para utilizacdo em funcdes fisiologicas
ou para o armazenamento (JACKSON, 1997). A biodisponibilidade dos carotendides &
influenciada por muitos fatores dietéticos e fisiolégicos que incluem; espécies dos
carotenoides, ligagdo molecular, quantidade consumida em uma refei¢do, matriz na qual o
carotenoide esta incorporado, efetores de absorcdo e bioconversdo, fatores geneticos, e outros
(CASTENMILLER; WEST, 1998). Os carotendides sdo lipossoluveis, a sua absor¢do no
intestino é melhor a partir de uma dieta rica em gorduras, embora a quantidade de gordura

exigida seja baixa (VAN HET HOF et al., 2000) e estudos provaram que a absorcdo de
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carotendides aumenta quando sdo ingeridos com lipidios da dieta (BROWN et al., 2004;
UNLU et al., 2007).

A absor¢ao de B-caroteno a partir de vegetais ¢ baixa (14%) em comparagdo com [3-
caroteno purificado adicionada a uma matriz (VAN HET HOF et al., 2000). Isdmeros cis de
carotendides sdo relatados como sendo mais biodisponiveis do que as formas trans
(BOILEAU; MOORE; ERDMAN, 1999). A biodisponibilidade do licopeno de tomate é
maior com 0 processamento do que com o produto in natura. Absorcdo de licopeno pelos
seres humanos € muito maior (duas vezes maior) no suco de tomate processado do que no
suco ndo processado. Isto € atribuido para a isomerizagdo da forma trans para cis de licopeno
no aquecimento (BOILEAU; BOILEAU; ERDMAN, 2002; STAHL; SIES, 2002). Unlu
et al. (2007) descobriram que os isémeros cis de licopeno sd@o mais bem absorvidos e mais
biodisponiveis do que os isdbmeros trans.

Os carotenodides mais pesquisados por estarem relacionados a saude humana sao o p-
caroteno, o a-caroteno, a B-criptoxantina, o licopeno, a luteina e a zeaxantina. Além de serem
0s principais carotenoides no sangue humano (EPLER et al., 1993), sdo também, com excec¢do
da zeaxantina, os mais comumente encontrados nos alimentos, sendo o B-caroteno 0 mais
largamente distribuido (RODRIGUEZ-AMAYA, 1993).

Carotendides tém um papel importante na nutricdo e salde humana, fornecendo
Provitamina A e tem atividade protetora contra cancer (MAYNE, 1996). Alguns carotenos
sdo chamados de provitamina A, devido ao fato de possuirem atividade como vitamina A.
Além do [B-caroteno, a criptoxantina, 0 o € 0 y-caroteno, ap6s a ingestdo, sofrem
metabolizacdo e resultam na Vitamina A, sendo que o 3-caroteno é potencialmente duas vezes
mais ativo que os outros. O a-caroteno e a -criptoxantina tém cerca de 50% da atividade do
B-caroteno, ao passo que a luteina, zeaxantina e licopeno ndo possuem atividade
(MACKINNEY, 1961).

Mais recentemente, outras fungdes importantes a saude tem sido atribuidas como
reducdo do risco de contrair doencas cronicas ou degenerativas, tais como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular relacionada & idade (ASTORG, 1997,
GAZIANO; HENNEKENS, 1993; KRINSKY, 1993; OLSON, 1999). Tais atividades
fisiologicas ndo possuem relacdo com a atividade vitaminica A, mas tém sido atribuidos as
suas propriedades antioxidantes, especificamente, a capacidade de sequestrar o oxigénio
singleto e interagir com os radicais livres (PALOZZA; KRINSKY, 1992).

Entretanto, outros mecanismos de acdo dos carotenoides contra as doencas cronicas

foram relatados, tais como a modulacdo do metabolismo de substancias cancerigenas, inibicdo
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da proliferacdo celular, realce da diferenciagcdo celular, estimulacdo da comunicagéo
intercelular e filtragem da luz azul (ASTORG, 1997; OLSON, 1999; SIES; STAHL, 2002).

Segundo Shami e Moreira (2004), o licopeno aparece atualmente como um dos mais
potentes agentes antioxidantes naturais, sendo sugerido na prevencdo de carcinogénese e
aterogénese, devido a sua capacidade de proteger moléculas, inclusive o DNA, da acdo de
radicais livres. A acdo do licopeno na saude humana tem recebido grande destaque nos
ultimos anos (CLINTON, 1999; GERSTER, 1997; GIOVANNUCCI, 1999; KHACHIK
et al., 2002; RAO; AGARWAL, 1999; STAHL; SIES, 1996; SIES; STAHL, 2000), sendo a
evidéncia cientifica mais forte em relacdo ao cancer do pulmao, eséfago e prostata. A énfase
tem sido a sua acdo contra cancer da prostata (GIOVANNUCI et al., 2002; HADLEY et al.,
2002; STACEWICZ-SAPUNTZAKIS; BOWEN, 2005), por meio de diferentes mecanismos
que levam a reducdo da proliferacdo de células epiteliais normais e cancerosas da prostata,
reducdo do dano no DNA e melhoramento da defesa contra estresse oxidativo. O licopeno
pode ter um papel também na prevencdo de doencas cardiovasculares (ARAB; STECK, 2000;
RISSANEN et al., 2002).

Os antioxidantes, entretanto, possuem diversos modos de acdo, e 0s meéetodos que
determinam a atividade antioxidante medem diferentes acdes e sdo efetuados sob diferentes
condigdes. Assim, a extrapolacdo de medidas simples da capacidade antioxidante para os
efeitos na salde humana é cada vez mais questionada. A capacidade dos carotendides de
sequestrar o oxigénio singleto (funcdo oxidante) tem sido atribuida ao extenso sistema de
duplas ligacBes conjugadas, obtendo-se a maxima protecdo daqueles que possuem nove ou
mais duplas ligacBes. Foi constatado que o licopeno, sendo aciclico, é mais eficiente do que o
diciclico B-caroteno, embora os dois tenham 11 duplas ligagdes conjugadas (BECKER,;
NISSEN; SKIBSTED, 2004).

A manipulagdo genética da via de carotendides é de interesse substancial a fim de
gerar plantas que sdo mais resistentes a estresses ambientais (por exemplo, luz elevada e
UV-B) com um incremento no contetido nutricional ou fabricas celulares para a producéo de
carotenoides de alto valor industrial (SANDMANN; ROMER; FRASER, 2006).

O conteudo de carotenoides totais e/ou individuais difere entre as variedades de Citrus
e os locais de cultivo e um dos fatores influenciaveis é a temperatura e a luminosidade.
Diante das informacdes acima descritas, é de interesse realizar estudos mais completos nas
variedades de laranja de polpa vermelha em relacdo a polpa amarela, visando quantificar os
carotenoides totais, principalmente os metabdlitos de [B-caroteno e licopeno (Figura 5) na

polpa dos frutos das variedades nos diferentes locais de coleta e estadios de maturacdo dos
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frutos. Assim confirmada a presenga e a estabilidade destes compostos nos frutos de polpa
vermelha, estes poderdo ser considerados como alimentos nutracéuticos, servindo como um

apelo comercial para o consumo.
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Figura 5 - Estrutura quimica dos carotenos (licopeno e -caroteno) (NAMITHA; NEGI, 2010)

Os genes estruturais de biossintese de carotendides ja foram identificados e clonados
em polpa clara, mas a regulacdo da via de biossintese de carotendides ainda € pouco
conhecida, principalmente nas variedades de polpa vermelha. Sendo assim, um estudo mais
detalhado dos genes da via de biossintese de carotendides junto a quantificagdo dos
metabolitos sintetizados, podera ajudar na caracterizacdo do fenotipo que leva a coloracédo
diferenciada da polpa dos frutos entre as variedades (polpa clara e polpa vermelha) e

cultivadas em locais de climas distintos (alteracfes climaticas).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Quantificar os transcritos dos genes e 0s principais metabdlitos sintetizados na via de
carotendides nos frutos das laranjas de polpa vermelha e de polpa clara, em locais com
condigdes climéticas distintas e nos diferentes estadios de maturacdo dos frutos.

3.2 Objetivos especificos:

a) Avaliar as caracteristicas de qualidade dos frutos nas variedades de polpa vermelha e de
polpa clara (mantidas no mesmo local) e nos locais com condi¢des climaticas distintas
(temperatura e pluviosidade), quente e frio (utilizando mesma variedade), em diferentes

estadios de maturacao;

b) Quantificar os pigmentos de carotendides dos frutos nas variedades de polpa vermelha e de
polpa clara (mantidas no mesmo local) e nos locais com condigdes climéticas distintas, quente
e frio (utilizando mesma variedade), em diferentes estadios de maturac¢&o;

¢) Quantificar o perfil de transcritos dos genes da via de carotendides nas variedades de polpa
vermelha e de polpa clara (mantidas no mesmo local) e nos locais com condigdes climéticas

distintas, quente e frio (utilizando mesma variedade), em diferentes estadios de maturacéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal, locais e estadio de maturacao

Duas variedades de laranja de polpa vermelha foram utilizadas no presente estudo, a
Sanguinea-de-Mombuca (‘SM’) e a Bahia Cara-Cara (‘CC’), além da laranja Péra (‘P’),
variedade que possui frutos com polpa clara e foi usada como controle. A laranja ‘SM’ foi
coletada em trés locais no Estado de Sdo Paulo, Cordeirdpolis (CCSM / Latitude: -22.4802,
Longitude: -47.4557, 22° 28" 49" Sul, 47° 27" 21" Oeste), Mogi-Mirim (MM / Latitude: -
22.432, Longitude: -46.9582, 22° 25" 55” Sul, 46° 57" 30" Oeste) e Sdo Bento do Sapucai
(SBS / Latitude: -22.6883, Longitude: -45.7363, 22° 41" 18" Sul, 45° 44" 11" Oeste). As
demais variedades somente em CCSM.

Os locais de coleta apresentam climas distintos, sendo que em CCSM e em MM o
clima pode ser classificado como tipo Cwa (clima temperado imido com inverno seco e verao
quente, segundo classificacdo de Kdppen-Geiger), e SBS, regido com clima mais frio, sendo
classificado como Cfb (clima temperado Umido com verdo temperado, segundo classificacdo
de Kdppen-Geiger).

Os dados de temperatura média (°C) e pluviosidade (mm) total durante o periodo de
cultivo da safra 2008/09 (09/08/2008 a 03/09/2009) foram os seguintes: CCSM - temperatura
média diaria de 20,8 °C e a pluviosidade total de 1127,6 mm no periodo; MM - temperatura
média de 21,4 °C e a pluviosidade total de 1180,7 mm no periodo; e SBS - temperatura média
de 15,9 °C e a pluviosidade total de 1976,3 mm no periodo. As figuras, 6, 7 e 8 representam o
balango hidrico nas respectivas regides Mogi-Mirim (MM), Cordeirépolis (CCSM) e Séo

Bento do Sapucai (SBS), respectivamente durante 0 mesmo periodo.
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Figura 6 - Balango hidrico monitorado na regido de Mogi-Mirim (MM) durante o cultivo (safra

2008/09).
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Figura 7 - Balango hidrico monitorado na regido de Cordeirépolis (CCSM) durante o cultivo (safra
2008/09).
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Figura 8 - Balanco hidrico monitorado na regido de Séo Bento do Sapucai (SBS) durante o cultivo
(safra 2008/09).

Nos trés locais, os pomares sao formados por trés plantas de cada uma das variedades,
com idade adulta (acima de 10 anos), em plantio ndo-casualizado e sem irrigagdo. O porta-
enxerto utilizado foi a tangerina ‘Cledpatra’.

As coletas foram realizadas em trés estadios de maturacdo (tempos) dos frutos: a 270,
300 e 330 dias apos o florescimento (DAF). Cada amostra foi composta por 50 frutos, foram
coletados ao acaso das trés plantas do pomar, com coletas nos quatro quadrantes de cada
planta, sempre altura média entre 1 e 2 metros de altura e na parte externa do dossel da planta.

Em seguida, as amostras foram subdivididas e enviadas para a realizacdo das analises
de qualidade de frutos e suco; quantificacdo dos carotendides individuais e totais, assim como
para experimentos de quantificacdo de transcritos dos genes da via de biossintese dos
carotenoides.
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4.2 Analises fisico-quimica dos frutos e do suco dos frutos de laranja

As andlises de qualidade dos frutos e de suco foram conduzidas no laboratério de
Qualidade da Fruta do Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” - Cordeiropolis (CCSM),
Cordeiropolis, SP. As amostras de 20 frutos de cada variedade foram divididas em sub-
amostras de 10 frutos, considerando assim duas repeti¢des bioldgicas, para a determinacdo de
varios parametros fisicos e quimicos de frutos e de suco dos frutos.

As variaveis fisicas avaliadas em frutos foram a massa, altura e largura dos frutos. Os
frutos de cada amostra foram pesados numa balanca analitica para a determinagdo da massa.
A altura e largura dos frutos foram mensuradas com auxilio de um paquimetro. O parametro
relacdo altura por largura dos frutos foi calculado posteriormente.

O suco dos frutos de cada amostra foi extraido em extratora manual e em seguida,
homogeneizado. As variaveis quimicas avaliadas no suco foram a massa do suco, o teor de
solidos soluveis totais (STT), a acidez total titulavel (ATT) e o teor de vitamina C. Além de se
calcular posteriormente o rendimento e o ratio do suco de cada amostra.

Os teores de SST foram determinados em refratdbmetro e os valores expressos em
graus Brix. A ATT foi determinada utilizando-se metodologia citada por Latado et al. (2008).
O ratio foi calculado através da razdo entre 0 SST e a ATT. Os teores de vitamina C no suco
de laranja foram quantificados de acordo com Latado et al. (2008).

A analise estatistica dos parametros fisicos e quimicos dos frutos e do suco dos frutos,
respectivamente foi realizada com uso do modelo em delineamento de blocos ao acaso, sendo
cada tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF) considerado como um bloco estatistico e as
diferengas entre blocos indicam variacdo no comportamento geral das variedades em relacdo a
data de coleta.

Os tratamentos avaliados foram as amostras de cada variedade coletadas em cada
local, sendo compostas por duas repeticbes de cada tratamento (dois dados meédios de 10
frutos). A analise estatistica realizada foi a analise de variancia (ANOVA) com uso do teste
F, seguido pelo teste de Tukey a 5%, utilizando o programa SASM-Agri (Sistema para

Analise e Separacdo de Médias em experimentos Agricolas).
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4.3 Quantificacdo dos metabolitos da via de biossintese de carotenoides

As analises de quantificacdo de alguns carotendides em suco de frutos foram
conduzidas nos laboratérios do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”
(UNESP/Araraquara).

As amostras coletadas nos diversos pomares e utilizadas nestes experimentos foram
compostas por 15 frutos por tratamento (variedade e local diferentes). Estas amostras foram
entdo subdivididas em pools de 5 frutos, considerando assim trés repeticdes bioldgicas para as

analises de quantificacdo de carotendides.

4.3.1 Extracdo do suco e quantificacdo de carotenodides totais

O suco dos frutos de cada amostra foi extraido em extratora manual e em seguida,
homogeneizado.

Foi realizada a metodologia de extracdo dos carotendides com acetona fria a 4 °C, 0s
pigmentos foram transferidos para éter de petréleo, saponificado com hidroxido de potassio
(KOH) metandlico por 16 horas. O uso da técnica de saponificacdo & importante para
promover a hidrélise de carotendides hidroxilados (xantofilas), que se encontravam parcial ou
totalmente esterificado. Os carotendides foram transferidos da acetona para o éter etilico,
usando um funil de separacdo. O extrato foi diluido com éter de petrdleo e a leitura da
absorbancia da solucdo foi realizada a 450 nm. O teor de carotendides totais foi expresso em
termos de pB-caroteno, aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUES-AMAYA, 1999).

4.3.2 Quantificacdo dos carotendides por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Em seguida, foi realizada a quantificagdo dos pigmentos de carotendides por
cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE, usando gradiente ternario de elui¢cdo e uma

coluna Symmetry Cig (4.6 x 150 mm 1.D., 3.5 um) da Waters. O sistema cromatogréafico era
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equipado com detector por arranjo de fotodiodos e a fase mdvel consistia de acetonitrila:
metanol: acetato de etila contendo 0,05% de trietilamina com vazdo de 0,6 mL min?, Um
gradiente foi aplicado a partir de 99:1:0 para 64:1:35 em 30 minutos e 99:1:0 em 60 min. O
volume da injecdo foi de 20 pL. Detecgéo realizada de 350 a 550 nm. As amostras e as
solucBes foram filtradas em membrana de 0.22 um antes da injecdo. Os carotendides isolados
individualmente nas amostras foram identificados pela comparacdo de seu tempo de retencéo
no CLAE e pelas caracteristicas dos espectros do arranjo dos padrbes e dos valores dos

carotenoides na literatura.

4.3.3 Andlises estatisticas

A analise estatistica dos resultados foi realizada primeiramente com estatistica
univariada, utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) com uso do teste F, seguido pelo
teste de Tukey 5% pelo programa SASM-Agri.

Em seguida, os dados de quantificacdo de carotendides nas amostras de frutos foram
analisados utilizando-se a Analise de Componentes Principais (ACP) e representados através
de gréficos biplots (GOWER et al., 2011). O método ACP biplot possibilita determinar como
os diferentes carotendides (variaveis) estdo relacionados com as variedades (amostras ou
observacgdes). Tipicamente, um grafico PCA biplot é representado por linhas e pontos, sendo
que as linhas representam as variaveis e 0s pontos, as observacées. O comprimento das linhas
estd associado a variancia da variavel que ela representa, enquanto que o angulo entre duas
linhas representa a correlagcdo entre as varidveis correspondentes. Outra informacgéo
importante que pode ser extraida do biplot é que valores maiores das variaveis ocorrem para
as amostras ou observagdes para os quais as linhas apontam, ou seja, concentragcbes maiores
de um determinado carotendide ocorrerdo para a variedade para a qual a linha que representa
tal carotenoide apontar.  Analises foram conduzidas no ambiente computacional R

Development Core Team (2010).
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4.4 Caracterizacdo molecular dos genes da via de biossintese de carotendides

4.4.1 ldentificacdo e caracterizacdo dos genes

Foi realizada a busca das sequéncias dos genes da via de carotendides de Citrus no
banco de dados Orange Gene Index (http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange), baseando-se na busca por palavra-chave e pelos genes
ortélogos de tomate (Solanum licopersicum). As sequencias consensos (TC - tentative
consensus) que apresentaram alta similaridade em relacdo aos genes de tomate foram
analisadas individualmente no Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar
sua identidade. Os TCs de Citrus mais completos foram traduzidos no programa ORF Finder
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), a partir da identificagdo do melhor quadro de
leitura.

Seguida a identificacdo e traducdo dos melhores TCs de Citrus, as sequéncias
completas da proteina foram utilizadas para a analise filogenética. Alinhamentos multiplos
das sequéncias de aminoacidos dos genes de carotendides em Citrus e tomate foram
realizados com o programa ClustalW (http://align.genome.jp/). A arvore filogenética foi
obtida utilizando o programa PAUP 4.0b10 (SWOFFORD, 1998), com valores de bootstrap
indicando a porcentagem em que cada ramo da arvore obteve a formacdo apresentada
(FELSENSTEIN, 1985). A visualizagdo dos fenogramas foram realizadas com o programa
TreeView (PAGE, 1996).

4.4.2 Construcao de iniciadores especificos dos genes

Depois da classificacdo, foram desenhados iniciadores (primers) dentro da sequéncia
que codificam as proteinas dos genes da via de carotenoides (alvos) de Citrus com auxilio do
programa on-line  Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi),
ajustado com os parametros padrédo, exceto: tamanho do amplicon variando de 80 a 170 pb;
tamanho do primer entre 18 e 22 pb (6timo a 20 pb); temperatura de anelamento entre 59 e 61
°C (6timo a 60 °C); conteudo GC% entre 40 e 60% (6timo a 50%); fator de auto-
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complementariedade méxima inicial de 3,0; fator de auto-complementariedade maxima na

regido 3" de 0. Dentre os pares de iniciadores obtidos para 0s gene de interesse, foram

selecionados aqueles com melhores caracteristicas usando o programa on-line NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer) em relagdo a estabilidade e eventual ocorréncia

de pareamento indesejavel, como a formacdo de algas (hairpins), dimeros do mesmo iniciador

(primer-dimer) e entre o par de iniciadores (cross dimer). Os iniciadores especificos (alvos)
sintetizados foram PSY, PDS, ZDS, CRTISO, LCYe, LCYB, HYP e ZEP (Tabela 1), estes

foram entdo ressuspendidos na concentracdo estoque de 100 uM em agua ultrapura (Milli-Q)

estéril e armazenado a -20 °C.

Tabela 1 - Descricdo dos iniciadores especificos (alvos) de Citrus desenhados para andlise
transcricional dos genes; estdo listados com suas respectivas siglas do gene, sequéncia
dos iniciadores, nimero de acesso (TC n°) e tamanho do amplicon (pb)

Gene Sequéncia (5°- 3") TCn® Amplicon (pb)
F: GGTATGGGCTTCATTGCTGT
PSY 42 147
R: GGGCGTAAGAGGGATTTTG
F: TTCCAGTCATCAACATCCACA
PDS 3 167
R: CGGGGCAAAAACTAACTCC
F: GGGCAAGGTTCATTACTCCA
ZDS 2199 97
R: AAACCTGCTTTGCCACTCTC
F: TTGTGCTTGAGGATGACTGG
CRTISO 19375 96
R: CCTCTGGAGCCAAAGATGAA
F: TTGATTGGTCGTGCTTATGG
LCYe 37214 110
R: CCGTAATGCTTTCCACTTTTG
F: GCTGCGGCTCCTATTGTTG
LCYB 5 127
R: CCCTTTGCCTTCTCCTTTCT
F: TTTCACGGAGGAGGAGGAG
HYB 8364 115
R: GACGGCAGCAACGAGATAAG
F: CATTTCACAAGGAACCAGCA
ZEP 19033 90

R: CATTATCACACCAACCCTCAAA
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4.4.3 Quantificacdo de transcritos dos genes da via de carotenoides

As andlises de quantificacdo de transcritos dos genes da via de carotendides foram
conduzidas no Laboratorio de Melhoramento de Plantas do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, SP. As amostras de 15 frutos de cada variedade foram
divididas em sub-amostras de 5 frutos, considerando assim trés repeticbes bioldgicas, para a

quantificacdo dos transcritos dos genes da via de carotendides no suco dos frutos.

4.4.3.1 Extracdo de RNA total

Foi realizada a extragdo do RNA total dos tecidos/6rgaos de ‘SM’ e da polpa dos
frutos das laranjas de polpa vermelha (‘SM’ ¢ ‘CC’) e clara (‘P’), com cerca de 6-8 g das
amostras de polpa e 4-5 g para os demais tecidos, de acordo com o método descrito por TAO
et al. (2004), com modificagbes. Para o procedimento de extragdo do RNA, bem como para
as etapas seguintes, foram tomados os devidos cuidados a manutencdo da integridade do
mesmo. Para tanto, todos os utensilios utilizados foram previamente tratados com &agua
ultrapura (Milli-Q) estéril adicionada de 0,01% dietilpirocarbonato (DEPC) e submetidos a
esterilizacdo em autoclave por 40 min a 120 °C e 1 atm de pressao.

Cada amostra foi macerada em nitrogénio liquido, transferida para um tubo contendo
50 mL de agua ultrapura estéril tratada com 0,01 % DEPC e 30 mL de etanol absoluto, bem
homogeneizada e centrifugada a 4.000 g por 5 min a 4 °C. Em seguida o sobrenadante foi
descartado, e ao pellet foi adicionado a uma mistura de 5 mL de tampéo de extracdo (1 %
SDS, 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM LiCl; 20 mM EDTA pH 8,0) e 5 mL de fenol,
vortexado por 2 min e centrifugado a 4.000 g por 20 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo que continha 10 mL de [24:1 (v/v)] cloroférmio:éalcool isoamilico,
invertido gentilmente por 5 min e centrifugado a 4.000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo que continha 1/3 de 8 M LiCl, misturado por inverséo e
incubado a (-) 20 °C overnight. No dia seguinte, seguiu-se uma centrifugacdo de 4.000 g por
20 min a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado cuidadosamente, adicionando-se ao

precipitado (pellet) 1 mL de 70% etanol gelado preparado com agua ultrapura estéril tratada
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com 0,01% DEPC e centrifugado a 4.000 g por 5 min a 4°C. Este etapa anterior foi seguida
mais uma vez, depois 0 sobrenadante foi descartado e as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente até a secagem total, e entdo foram ressuspendidas em 50 uL de &gua
ultrapura estéril tratada com 0,01 % DEPC e mantidas em freezer a -80 °C até o procedimento

das etapas seguintes.

4.4.3.2 Visualizacao e quantificacdo de RNA total

Uma aliquota de 2 pL de amostra foi adicionada a 8 puL de tampdo desnaturante
[20 mM &cido 3-morfolinopropanosulfénico (MOPS) pH 7,0; 50 mM acetato de sédio; 1 mM
EDTA; 17,5% formaldeido; 50% formamida; 0,4 mg L™ brometo de etideo]. A amostra foi
previamente aquecida em banho-maria a 55°C por 10 min e transferida para gelo até ser
carregada em gel 1,2% agarose em SB (5 mM borato deca-hidratado de sédio pH 8,0)
[BRODY; KERN, 2004] preparado com agua com 0,01% DEPC a 3 V cm™. A imagem do
gel foi adquirida com camera digital e processada com o programa Kodak Digital Science 1D
(Kodak). Para a determinacdo da concentracdo e pureza do RNA total extraido, uma aliquota
de 2 uL foi retirada para leitura da densidade Optica no espectrofotémetro NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, EUA) em 260 nm e razdo de 260/280 nm, respectivamente.

4.4.3.3 Tratamento com DNAse

Depois da quantificagdo, cerca de 2 ug do RNA extraido de cada amostra foi
submetido a tratamento com a enzima DNAse I. Para tanto, seguiu-se as especificagdes do
fabricante utilizando-se 1 puL de 1 U DNAse | (Fermentas Life Sciences), acrescida de 1 uL
de 10 X Reaction Buffer with MgCl> (100 mM Tris-HCI pH7,5; 25 mM MgClz; 1 mM CaCly),
0,5 pL de 40 U RNaseOUT (Invitrogen) e agua ultrapura estéril tratada com 0,01% DEPC
para um volume final da reacdo de 10 uL. O tubo foi incubado no termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) a 37°C por 30 min. Em seguida foi adicionado 1 pL

de 25 mM EDTA, incubado 65 °C por 10 min e seguido a 4 °C para a inativacdo da enzima.
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4.4.3.4 Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando-se 2 ug do RNA tratado
com DNAse, seguindo as especificagdes do kit SuperScript 11l Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Foi adicionado ao cDNA, 1 pL de 50 uM oligonucleotideo poli-dT (18 pb) e
agua ultrapura estéril tratada com 0,01% DEPC para um volume final de 13 uL. O RNA foi
desnaturado a 65 °C por 5 min e resfriado a 4°C por 1 min. Em seguida, foi adicionado 4 pL
de 5 X First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl.); 1 uL de
0,1 M DTT; 0,5 uL de 40 U RNaseOUT (Invitrogen); 1 uL de 200 U SuperScript 111 Reverse
Transcriptase; e agua ultrapura estéril tratada com 0,01% DEPC para um volume final da
reacdo de 20 uL. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada no termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condicdes de termociclagem: 25 °C

por 5 min, 50 °C por 60 min e 70 °C por 15 min; depois armazenada a -20 °C.

4.4.3.5 Analise da identidade dos iniciadores por RT-PCR

Com o objetivo de certificar a identidade de amplificacdo dos iniciadores dos genes da
via de carotendides (Tabela 1) a serem utilizados nas analises de RT-gPCR, foi conduzida a
reacdo de amplificagdo no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
visando a purificagcdo, clonagem e sequenciamento do produto obtido dos amplicons. O
volume total da PCR foi de 25 uL; adicionando-se 1 uL do RNA tratado com DNAse na
diluigdo 1:10 (v:v) [amostra ‘SM’ CCSM]; 0,5 uL de 10 mM dNTPs; 0,5 uL de 5uM de cada
iniciador; 1,5 uL de 25 mM MgCly; 0,1 uL de 1 U da enzima Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen) em tamp&o apropriado; e agua ultrapura estéril. A termociclagem foi conduzida
a uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 4 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e

72 °C por 30 s; e extensdo final de 72 °C a 7 min.
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4.4.3.6 Clonagem e transformacao génica

Cerca de 25 uL de cada amostra amplificada foi separado eletroforeticamente em gel
de agarose 1,0 % agarose em SB a 3 V cm™. Ap0s a separacdo no gel, a banda obtida foi
isolada com o auxilio de um bisturi esterilizado para purificacdo empregando o kit GFX PCR
DNA and gel band purification (Amersham Biosciences). Verificou-se a integridade do
produto purificado, submetendo 0 mesmo novamente a eletroforese em gel de agarose 1,2%
em tampdo SB preparado com agua com 0,01% DEPC a 3 V cm™. Apo6s a quantificagdo, foi
realizada a ligacdo do amplicom purificado em no vetor de clonagem pGEM-T Easy PCR
Product Cloning kit (Promega) seguindo as especificacbes do fabricante. A ligacdo foi
mantida a 8 °C por 17 h. Apos esse periodo, 2 uL da ligacdo foram transferidos para um tubo
contendo 40 uL células competentes de E. coli DH10B. Posteriormente, utilizou-se a técnica
de eletroporacédo das bactérias, utilizando-se um eletroporador modelo micropulser — BioRad
e em cubetas de 0,2 um foi aplicado um pulso de corrente elétrica de 1,8 kV durante 3,4 s.
Logo em seguida, foram transferidas para um tubo contendo 1 mL de meio liquido LB e
mantidas durante 1 h em agitacdo constante a 37 °C. Procedeu-se a uma centrifugacdo por 5
min a 2.000 g para a sedimentacdo das bactérias e o sobrenadante foi descartado. Um volume
de 100 pL de célula foi plaqueado em meio sélido LB contendo 100 ug mL™ de ampicilina;
adicionado de 40 uL de 100 mM IPTG (isopropil B-D-thiogalactopiranosidae); e 25 uL de
120 mM X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galacto-piranosideo). As placas foram
mantidas a temperatura de 37 °C por 17 h para promover o crescimento e isolamento de

colbnias contendo o inserto do fragmento de interesse.

4.4.3.7 Armazenamento dos clones

As colbnias brancas isoladas foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB com
100 pg mL? de ampicilina, e mantidas em agitagdo constante (120 rpm) a 37 °C por
aproximadamente 17 h. Um volume de 500 pL da cultura foi reservado e adicionado, em
condicBes assepticas, 0 mesmo volume de 50% glicerol estéril. Apds homogeneizacéo, o tubo

foi imerso em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C.
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4.4.3.8 Extracdo de DNA plasmidial

Do volume remanescente da cultura liquida estocada foram transferidos 2,0 mL para
um novo tubo e centrifugado a 12.000 g por 1 min para a realizacdo do protoloco de lise
alcalina (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Descartado o sobrenadante, o
procedimento foi repetido mais uma vez, usando-se 0 mesmo tubo para aumentar o
rendimento da minipreparacdo. Em seguida, o precipitado de células de cada tubo foi
totalmente resuspenso em 200 uL de solucdo I (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI pH 8,0; 10
mM EDTA) com forte agitacédo e incubando a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida,
foi adicionado 200 uL de solucdo Il [0,2 M NaOH; 1,0 % SDS], misturado por inversédo e
incubado a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram acrescentados 200 pL de
solucdo 111 (3 M acetato de potassio pH 5,5), misturado por inversdo e incubado no gelo por 5
min. Depois de centrifugado por 10 min o sobrenadante foi transferido para tubo novo, ao
qual foram adicionados 500 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) gelado e
novamente misturado por inversdo. Com nova centrifugagcdo por 5 min, a fase superior foi
transferida para outro tubo e acrescida a ela 500 uL de cloroférmio:&lcool isoamilico (24:1),
com mistura e centrifugacdo por 1 min. A nova fase superior foi coletada em novo
tubo e adicionada a ela 1 mL de etanol absoluto gelado e o material foi mantido a -20 °C por
30 min, seguindo de centrifugacdo por 5 min. O liquido sobrenadante foi descartado e nova
lavagem do precipitado foi feita com 500 pyL de 70 % etanol com mais uma centrifugagéo
como a descrita anteriormente. O tubo foi mantido a temperatura ambiente até que as
amostras secassem. Posteriormente, as amostras foram resuspendidas em 50 pL de TE com
50 mg mL* ribonuclease A (RNase A) e incubadas a 37 °C por 15 min.

Para a verificacdo do DNA plasmidial foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
0,8 % em tampdo SB a 3 V cm™. Ap6s a confirmacéo da integridade do DNA plasmidial por
eletroforese, a identidade das sequéncias dos genes da via de carotendides (amplicom)

clonadas no vetor foram confirmadas por sequenciamento.
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4.4.3.9 Sequenciamento e andlise dos resultados

Amostras de DNA plasmidial (sequéncias dos genes da via de carotenoides) foram
amplificadas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 em reagdes de 10 uL contendo
100-150 ng de DNA plasmidial; 3 puL de 2,5X tampédo Save Money (200 mM Tris-HCI, pH
9.0; 5 mM MgCl..6H20); 1 pL do kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences); 0,25 uM do iniciador universal (T7 ou SP6); e agua ultrapura
estéril. A reacdo de sequenciamento foi estabelecida com o seguinte perfil: 30 ciclos de 20 s a
95°C; 15sa 50 °C; 1 min a 60 °C, finalizando com 10 min a 4 °C. Os produtos amplificados
foram precipitados com 60 uL de 100 % etanol e 2 uL de 3 M acetato de sodio, centrifugados
por 45 min a 8.000 g a 4 °C, seguido por lavagem com 150 uL de 70 % etanol, centrifugado
novamente por 15 min e a secagem do pellet foi realizada a 37°C por 1 h. O precipitado foi
entdo ressuspenso em 10 uL tampdo de sequenciamento (80 % v/v formamida deionizada; 20
% loading buffer), para carregamento em sequenciador automéatico ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA. USA).

Os cromatogramas gerados foram examinados, para qualidade e presenca de vetor com
o0 programa Phred/Phrap/Crossmatch (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998),
agrupadas com o Cap3 (HUANG; MADAN, 1999) e as sequéncias resultantes foram
submetidas a busca por similaridade no GenBank (nr) e no Orange Gene Index através de
BlastN e BlastX (McGINNIS; MADDEN, 2004) para identificacdo de eventuais anotagdes

presumiveis.

4.4.3.10 Amplificacdo dos cDNAs e DNA gendmico com os iniciadores dos genes

Como o objetivo de observar a presenca de intron nas sequéncias gendmicas de Citrus,
foi realizado reacéo de amplificagdo com 1 pL do cDNA 1:10 (v:v) [amostras de ‘P’, ‘SM’ e
‘CC’]; 100 ng DNA gendomico (‘P’) e agua ultrapura estéril (utilizada como controle
negativo). O volume total da PCR foi de 25 puL adicionando-se 0,5 uL de 10 mM de dNTP;
1,5 uL de 25 mM MgCly; 0,5 uL de 5 uM de cada iniciador (Tabela 1); 1 U de Platinum Tagq

DNA polimerase (Invitrogen) em tampdo apropriado; e agua ultrapura estéril. A
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termociclagem foi conduzida com uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 4 min; seguido de 45
ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s; e finalizando com uma extensao
final de 72 °C por 3 min. Foi utilizado 25 uL do produto da PCR fracionados por eletroforese

em gel de agarose 1,4 % em tampdo SBa 3V cm™.

4.4.3.11 Anélise da expressdo génica por RT-PCR quantitativo

As reacdes de PCR quantitativo em Tempo Real foram conduzidas empregando SYBR
Green® (Molecular Beacons) no sistema RotorGene-3000 (Corbett Research). A reagéo de
amplificacdo foi realizada num volume final de 10 uL, contendo 1 uL do cDNA diluido (v/v);
0,5 uL de 5 uM de cada iniciador; 5 ul de 2X Platinum SYBR-green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen); e agua ultrapura (Milli-Q) estéril. O perfil da reacéo foi estabelecido com duas
etapas constantes de: 50 °C por 2 min e 95 °C for 2 min; seguido de 40 ciclos de 95 °C por 20
s, 60 °C for 30 s. Um protocolo de dissociacdo foi adicionado ao final da termociclagem,
ajustado de 72 °C a 95 °C (curva de melting), determinando a curva de dissociacdo dos
produtos da PCR.

Todos os ensaios de RT-gPCR incluiram amostras em triplicatas (101); controle
negativo (agua ultrapura estéril) em duplicata o estabelecimento de curva padrdo composta de
triplicatas das diluicdes seriais (107, 102 e 10®). Foram realizados dois ensaios para
quantificar o nivel de transcritos dos genes da via de biossintese de carotendides de Citrus em
relacdo aos genes de referéncias (housekeeping gene). No primeiro ensaio foi utilizado cDNA
de tecidos/orgaos da variedade ‘SM” (polpa, semente, caule, casca, raiz, folha e flor). Para a
determinacdo da curva padrdo foi utilizado diluicdes seriais do tecido/6rgdo polpa. No
segundo ensaio foi utilizado cDNA o tecido/6rgao polpa das variedades ‘P’, ‘SM’ e ‘CC’ nos
diferentes locais (CCSM, MM e SBS), nos tempos de coleta de 270, 300 e 330 DAF. Para a
determinagdo da curva padrdo foi utilizado dilui¢des seriais do cDNA da variedade ‘P’ do
local CCSM.

Como genes de referéncia foram utilizados os genes Actin (ACT), Elongation Factor
1-Alpha (EF), Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH), Translation Initiation
Factor (IF3), Translation Initiation Factor 5A (IF5A), Malate Dehydrogenase (MDH),
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Phosphatase (PHS), PSI Reaction Center Subunit 111 (PSI), Ribossomal Protein L35 (rpl35),
B-Tubulin (TUB) e Ubiquitin extension Protein (UbiQ), mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo dos iniciadores de referéncia desenhados para andlise transcricional dos genes de
Citrus; estdo listados com suas respectivas siglas do gene, sequéncia dos iniciadores,
nimero de acesso (TC n°) e tamanho do amplicon (pb)

Gene Sequéncia (5°- 3") TCn° Amplicon (pb)

ACT F: CCGAGCGTGGTTATTCTTTC 219 123

R: CTGAGCTGGTCTTTGCTGTCT

EF F: CCACATTGCTGTCAAGTTTTCT 877 106

R: CCATTCGGCATTTCCATTT
GAPDH F: TGACCACTGTCCATTCCATC 6953 145
R: GCAGGCAAAACCTTACCAAC
IE3 F: CAAGACGCTGATTGTCCTCTC 2703 121
R: CTGAATTGCTTGCTCAAAACC
IESA F: ACTGAAACCGGAAACACCAA 17010 89
R: TTTCCTTCAGCAAACCCATC
MDH F: TCTCCATCCACCAACTCTCC 623 108
R: GCTCCCAATACAGCCACCT
F: CCTCTTTGGAGTTTTTGATGGT
PHS 1013 147
R: TCCGAGTCTGTGTGGCTGT
F: GCATTGGATGAGATCGAAGAA
PSI 9462 96
R: CACATTCCTGGCACACAAAG
RpI35 F: GAAGGCGGCTTTGAGAGAA 12848 107
R: ATGCCTGATGCTTGGTGAG
TUB F: TTTGTGACATCCCTCCGACT 3994 111
R: TCACCCTCCTGAACATTTCC

UBQ F: GACCCTCGCCGACTACAAT £210 129

R: TCTGAACTTTCCACCTCCAAA

A aquisicdo dos dados em tempo real foi efetuada com o programa RotorGene Real-
Time Analysis 6.0 (Corbett Research, Austrélia), o qual forneceu os valores de ciclo-limite de

leitura (Cr, ou cycle threshold), eficiéncia da PCR (E) e R? associada.
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4.4.3.12 Delineamento experimental e estabilidade génica

No primeiro ensaio, o nivel de transcritos foi avaliado em triplicatas de cada amostra
dos sete tecidos/6rgaos para cada um dos 19 pares de iniciadores dos genes (8 alvos e 11
referéncias) e designada com os seguintes simbolos: polpa (Po), semente (Se), caule, (CI),
casca (Ca), raiz (Ra), folha (Fo) e flor (FI). No segundo ensaio, o nivel de transcritos foi
avaliado em triplicatas de cada amostra das trés variedades (controle + 2 pigmentadas) nos
diferentes locais e estadios de maturacdo para um dos 19 pares de iniciadores (alvos e
referéncias).

A analise da curva padrdo da diluicdo serial de amostras de cDNA serviu como
referencial para calcular as concentracdes de transcritos com base em um modelo de regressao
linear, valores logaritmicos das concentracBes e com o threshold, ou seja, o limite de detec¢do
de estabelecido em 10 % da fluorescéncia. Esses valores de concentragdes serviram para
calcular as variacdes e a estabilidade de expressdo génica, e assim avaliar os candidatos a
genes de referéncia. O coeficiente R? resultante foi considerado como ideal com valores de
RZ acima de 0,98; o valor de M (inclinagio da reta) entre -3 e -4 foi considerado aceitavel,
sendo seu 6timo em torno de 3,6. A eficiéncia ideal deve ter valor igual a 1, o que
corresponde a uma eficiéncia de amplificacdo = 2 (dobrando a cada ciclo), ou seja, 100 %, no
entanto, foi considerado satisfatorio valores entre 90 e 110 %.

Com o auxilio dos programas GeNorm e NormFinder disponivel em
http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/ e http://www.multid.se/genex/hs410.htm,
respectivamente; os genes de referéncias ideais para os ensaios foram estabelecidos (PFAFFL,
2001; PFAFFL et al., 2004). Para a normalizacdo de cada uma das amostras analisadas,
calculou-se a variagdo quantitativa de expressao dos genes da via de carotendides (alvo) de
forma relativa aos genes de referéncias com o auxilio do programa Relative Expression
Software Tool (REST-2009), disponivel em http://www.gene-quantification.com/rest.html
(PFAFFL, 2001; PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002; VANDESOMPELE et al., 2002)
disponivel em http://www.gene-quantification.com/rest.html. A utilizacdo deste programa
permitiu quantificar relativamente o nivel de transcritos dos genes alvos em relacéo aos genes

de referéncias.


http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/
http://www.multid.se/genex/hs410.htm
http://www.gene-quantification.info/
http://www.gene-quantification.info/
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4.4.4 Ildentificacdo de mutacbes pontuais em regides das sequéncias dos genes que
codificam as proteinas da via de carotenoides

Com objetivo de identificar mutacdes pontuais (Single-Nucleotide Polymorphism -
SNP) em regides das sequéncias que representam 0s genes da via de carotenoides entre a
variedade controle ‘P’ e a pigmentada ‘SM’, essas regides foram amplificadas, clonadas e
sequenciadas. Para a amplificacdo das sequéncias (busca baseada no banco de dados de ESTs
em laranja doce) foi utilizado como molde, cDNAs do tecido das variedades ‘P’ e a ‘SM’,
cultivada no mesmo local (CCSM). Abaixo foram descritas as etapas seguintes a extracao de
RNA total e sintese de cDNA.

4.4.4.1 Amplificacdo dos cDNAs com os iniciadores dos genes

Foi conduzida a reacdo de amplificagdo no termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) visando a purificagdo, clonagem e sequenciamento do produto
obtido dos amplicons. O volume total da PCR foi de 25 uL; adicionando-se 1 uL do cDNA
na dilui¢do 1:10 (v:v) das variedades (‘P’ e ‘SM); 2,0 uL de 10 mM de dNTPs; 1 uL de 5 uM
de cada par de iniciador especifico externo (Tabela 3); 1 uL de 1 U da enzima High Fidelity
PCR Enzyme Mix (Fermentas) em tampdo 2,5 uL de 10 X High Fidelity PCR buffer with 15
mM de MgCly; e &gua ultrapura estéril. A termociclagem foi conduzida de acordo com as
especificacbes de amplificacdo de cada par de genes da via de carotenoides (Apéndice A).
Antes de iniciar a extensao final de cada termociclagem, a reacdo foi interrompida, adicionada
em cada amostra 1uL de 10 mM de dATP e 1 uL de 1U da enzima Tag DNA polimerase

recombinante (Fermentas) e assim a reacdo foi finalizada.
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Tabela 3 - Descrigdo dos iniciadores especificos externos desenhados para amplificar as sequéncias
dos genes de Citrus que codificam as proteinas; estdo listados com suas respectivas siglas
do gene, sequéncia dos iniciadores, numero de acesso (TC n°) e tamanho do amplicon (pb)

Gene Sequéncia (5"- 3") TCn° Amplicon (pb)

F: ATGTCTGTTACATTGCTGTG
PSY 42 1311

R: TTAAGCCTTACTGGTATA

F: ATGAGCCTTTGCTTCAGCG
PDS 3 1662
R: TTATGGACACATGCTTGCCTC

F: ATGGGTTCTTCAGTTCTGTTTC
ZDS 2199 1713
R: TCACACAAGACTTAGTTCATCG

F: ATGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTG
CRTISO 19375 603
R: TCATGCCATACTCCTTAACCAAGC

F: ATGGACATGTTTATACTACC
LCYe 37214 110
R: CTATAAAGTCAGGTATGTTC

F: ATGCTCCCATTTCTCTC
LCYB 5 1575
R: TTAATCTGTATCTTGTACCA

F: ATGGCGGTCGGACTATTG
HYB 8364 936
R: TTATTTTGGAACCCTGTTGTAT

F: ATGGTTTCATCTATGTTCTAC
ZEP 19099 1995
R: TTACACTGCCTGAAGAAT

4.4.4.2 Clonagem e transformacéao génica

Cerca de 25 pL de cada amostra amplificada foi separada por eletroforese em gel de
agarose 1,0 % agarose em SB a 3 V cm™. Apds a separacdo no gel, a banda obtida foi isolada
com o auxilio de um bisturi esterilizado para purificagdo empregando o kit GFX PCR DNA
and gel band purification (Amersham Biosciences). Verificou-se a integridade do produto
purificado, submetendo o mesmo novamente a eletroforese em gel de agarose 1,2 % em
tampdo SB preparado com agua com 0,01% DEPC a 3 V cm™. Apods a quantificacio, foi
realizada a ligacdo do amplicom purificado em no vetor de clonagem pGEM-T Easy PCR
Product Cloning kit (Promega) seguindo as especificacbes do fabricante. A ligacdo foi
mantida a 4 °C por 17 h. Ap0s esse periodo, 2 uL da ligacdo foram transferidos para um tubo
contendo 40 uL células competentes de E. coli DH10B. Posteriormente, utilizou-se a técnica
de eletroporacdo das bactérias, utilizando-se um eletroporador modelo micropulser — BioRad

e em cubetas de 0,2 um foi aplicado um pulso de corrente elétrica de 1,8 kV durante 3,4 s.
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Logo em seguida, foram transferidas para um tubo contendo 1 mL de meio liquido LB e
mantidas durante 1 h em agitacdo constante a 37 °C. Procedeu-se a uma centrifugacdo por 5
min a 2.000 g para a sedimentacdo das bactérias e o sobrenadante foi descartado. Um volume
de 100 pL de célula foi plaqueado em meio sélido LB contendo 100 ug mL™ de ampicilina;
adicionado de 40 pL de 100 mM IPTG; e 25 uL de 120 mM X-gal. As placas foram mantidas
a temperatura de 37 °C por 17 h para promover o crescimento e isolamento de col6nias
contendo o inserto do fragmento de interesse. Foram isoladas oito colonias de cada variedade
(‘P> e ‘SM’) por gene da via de carotendide. As colonias brancas isoladas de cada placa
foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB com 100 pg mL™ de ampicilina, e mantidas

em agitacdo constante a 37 °C durante aproximadamente 17 h.

4.4.4.3 Armazenamento dos clones

As colbnias brancas isoladas foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB com
100 pg mL? de ampicilina, e mantidas em agitacdo constante (120 rpm) a 37 °C por
aproximadamente 17 h. Um volume de 500 uL da cultura foi reservado e adicionado, em
condicdes assépticas, 0 mesmo volume de 50 % glicerol autoclavado. Apds homogeneizacéo,

0 tubo foi imerso em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C.

4.4.4.4 Extracdo de DNA plasmidial

Do volume remanescente da cultura liquida estocada foram transferidos 2,0 mL para
um novo tubo e centrifugado a 12.000 g por 1 min. Descartado o sobrenadante, o
procedimento foi repetido mais uma vez, usando-se 0 mesmo tubo para aumentar o
rendimento da minipreparagdo. Em seguida, o precipitado de células de cada tubo foi
totalmente resuspendido em 200 uL de solugédo I (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI pH 8,0;
10 mM EDTA) com forte agitacdo e incubado a temperatura ambiente por 10 min. Em
sequida, adicionado 200 uL de solugdo Il (0,2 M NaOH; 1,0 % SDS), com mistura por

inversdo e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram acrescentados
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200 pL de solucédo 111 (3 M acetato de potassio pH 5,5), misturado por inversao e incubando
no gelo por 5 min. Foi centrifugado por 10 min o sobrenadante e transferido para tubo novo,
ao qual foram adicionados 500 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) gelado e
misturado por inversdo. Com nova centrifugacdo por 5 min, a fase superior foi transferida
para outro tubo e acrescida a ela 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), com mistura
e centrifugada por 1 min. A nova fase superior foi coletada em novo tubo e adicionado a ela 1
mL de etanol absoluto gelado e o material foi mantido a -20 °C por 30 min, em seguida
centrifugado por 5 min. O liquido sobrenadante foi descartado e nova lavagem do precipitado
foi feita com 500 uL de 70 % etanol com mais uma centrifugacdo como a anterior. O tubo foi
mantido & temperatura ambiente até que as amostras secassem. Posteriormente, as amostras
foram resuspendidas em 30 pL de TE com 50 mg mL* ribonuclease A (RNase A) e incubadas
a 37 °C por 15 min.

Para a verificacdo do DNA plasmidial foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
0,8 % em tampdo SB a 3 V cm™. Apo6s a confirmacéo da integridade do DNA plasmidial por
eletroforese, a identidade das sequencias da via de carotendides (amplicom) clonadas no vetor

foram confirmadas por sequenciamento.

4.4.45 Sequenciamento

Cada amostra de DNA plasmidial foi amplificada no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 em reacGes de 10 ul contendo 100-150 ng DNA plasmidial (variedade/gene); 3
uL de 2,5 X tampédo Save Money (200 mM Tris-HCI, pH 9.0; 5 mM MgCl,.6H.0); 1 uL do
kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences); 0,5 pL de 5 uM
do iniciador universal (T7 ou SP6) ou 0,5 puL de 5 uM do iniciador especifico interno (Tabela
4); e agua ultrapura estéril. A reagdo de sequenciamento foi estabelecida com o seguinte
perfil: 30 ciclos de 20 s a 95 °C; 15 s a 50 °C; 1 min a 60 °C, finalizando com 10 min a 4 °C.
Os produtos amplificados foram precipitados com 60 uL de 100 % etanol e 2 uL de 3 M
acetato de sodio, centrifugados por 45 min a 8.000 g a 4 °C, seguido por lavagem com 150 pL
de 70 % etanol, centrifugado novamente por 15 min e a secagem do pellet foi realizada a 37

°C por 1 h. O precipitado foi entdo ressuspenso em 10 uL
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tampéo de sequenciamento (80 % v/v formamida deionizada; 20 % loading buffer), para

carregamento em sequenciador automéatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA. USA).

Tabela 4 - Descri¢do dos iniciadores especificos internos desenhados para amplificar as sequéncias
completas dos genes de Citrus que codificam as proteinas; estdo listados com suas
respectivas siglas do gene, sequéncia dos iniciadores, nimero de acesso (TC n°) e
tamanho do amplicon (pb)

Gene Sequéncia (5°- 3") TCne Amplicon (pb)
F: ACCAAGTGGGGTTACTCGTG
PSY* 42 595
R: GGCATCCTCTCCAACATCTC
F: CATATTTTCTTCGGGGCTTACC
PDS* 3 873
R: CATGGATTGATTGGGGTTGT
F: GCACGTTTTCTTTGGATGCT
ZDS* 2199 955
R: TGAACCTTGCCCTTCTCTGT
CRTISO* - 19375 -
F: TTGATTGGTCGTGCTTATGG
LCYe* 37214 888
R: CCACTTGGGTAATCGGAAGA
F: TTATGGTGTTTGGGTGGATG
LCYB* 5 680
R: TTTGAGGAAGCACTGGAAGG
HYB* - 8364 -
F: TGGTTTGGTTGATGGGATTT
ZEP* 19099 1042

R: CTTGCAACACGGTGACCTAC

4.4.4.6 Analise dos resultados de sequenciamento

Os cromatogramas gerados foram examinados, para qualidade e presenca de vetor com
0 programa Phred/Phrap/Crossmatch (EWING; GREEN, 1998; EWING ET AL., 1998),
agrupadas com o Cap3 (HUANG; MADAN, 1999) e as sequéncias resultantes foram

submetidas a busca por similaridade no GenBank (nr) e no Orange Gene Index através de
BlastN e BlastX (McGINNIS; MADDEN, 2004) para identificacdo de eventuais anotagdes

presumiveis.



54

A sequéncia consenso de nucleotideo obtida pelo Cap3 para cada variedade (‘P’ ou
‘SM’) por gene foi alinhada entre si através do bl2seq, disponivel em
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi. Em seguida, esta sequéncia foi traduzida no programa
ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.ntml) e novamente alinhada para
identificar possiveis muta¢fes pontuais (substituicdo, adicdo ou delecdo) de base entre a
sequéncia da variedade ‘P’ e a pigmentada ‘SM’, para cada gene da via de biossintese de

carotendides.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises fisico-quimica dos frutos e do suco dos frutos de laranja

As andlises estatisticas realizadas com alguns parametros fisicos e quimicos de frutos
de laranjeiras de polpa vermelha Bahia Cara-Cara (‘CC’), Sanguinea-de-Mombuca (‘SM’) e
de polpa clara Péra (‘P’ - controle) demonstraram que somente houve efeito significativo no

fator tempo, para o parametro rendimento de suco (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias dos parametros fisicos de frutos e de suco de frutos de laranjas de polpa vermelha e

da laranja Péra (polpa clara), em trés tempos de coleta

Variedade Massa Altura Largura Relacéo Rend. Vitamina C
Local (9) (cm) (cm) AL suco (%)  (mg mL?)
‘P’ CCSM 114,3 bc 6,7 a 6,2b 1,0 56,3 58,4 ¢
‘CC’ CCSM 156,1a 6,8 a 6,8 a 1,0 47,7 64,8 bc
‘SM’ CCSM 124,0 ab 6,5 ab 6,4 ab 1,0 58,9 65,1 bc
‘SM> MM 86,2 ¢ 59b 57c 1,0 58,8 75,3 ab
‘SM” SBS 109,3 bc 6,5ab 6,2b 1,0 58,4 82,6 a
Valor F 410ns  12ns  26ns 17ns 156 % 0,5 ns
Tempo

Valor F 149*  61*  214*  27ns 35ns 9,1 **
Variedade

CV (%) 9,7 3,9 2,3 2,2 7,7 7,9

* e ** Significativos ao nivel de probabilidade de 5% e 1% respectivamente, pelo teste F.
Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Esta observacdo de néo haver diferencas entre as amostras de frutos e sucos de frutos
de diversas variedades, coletados nos trés tempos, para 0s parametros: massa, altura e largura
dos frutos pode ser creditada ao fato de que todos os frutos coletados no presente estudo
possivelmente se encontravam na fase 3 de desenvolvimento (Tabela 5).

A razéo para tal fato pode ser observada na revisdo de Tadeo et al. (2008) que cita que
os frutos citricos apresentam trés fases distintas de desenvolvimento, desde o seu inicio (final

do florescimento) até o amadurecimento. Segundo os autores, um grande incremento no
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tamanho e na massa dos frutos citricos ocorre durante a fase 2 do desenvolvimento (entre 120
e 180 DAF), devido principalmente ao crescimento celular e ao acumulo de agua, sendo que
na fase 3 do desenvolvimento, o crescimento dos frutos citricos é praticamente paralisado e 0s
frutos seguem para 0 amadurecimento do tipo ndo climatério. Segundo 0os mesmos autores, €
na fase 3 do desenvolvimento (depois de 180 DAF) que ocorrem mudancas anatdmicas e
fisiologicas tais como: conversdo e acumulo de carboidratos solGveis na polpa e no suco,
reducdo da acidez do suco, degradacédo de clorofila no flavedo, acimulo de carotendides nos
cromoplastos e amolecimento da polpa.

Sendo assim, conclui-se que os frutos coletados no presente estudo se encontravam
todos na fase 3 do desenvolvimento, em que ndo se observa mais crescimento em tamanho e
nem incremento de massa. No entanto, o amolecimento dos frutos possivelmente foi o
responsavel pelo o aumento no rendimento de suco, em funcdo do avanco das trés coletas
realizadas (Tabela 5).

Para o fator variedade, pode-se observar que, a excessdo dos parametros rendimento
de suco e relacdo altura/largura (A/L), em todos os demais se observou a existéncia de
diferencas entre as meédias dos tratamentos (F significativo para fator variedade).
Comparando-se os frutos das variedades Péra (‘P’), Sanguinea-de-Mombuca (‘SM”) e Bahia
Cara-Cara (‘CC’) coletados no mesmo local, Cordeirdpolis (CCSM), pode-se observar que 0s
frutos da laranja ‘CC’ apresentaram maiores massa e largura, quando comparados com as
demais variedades (Figura 9, Tabela 5). Resultados ja esperados, pois ha relatos de que as
laranjas de umbigo, caso da laranja Bahia Cara-Cara, geralmente produzem frutos maiores e
mais pesados, com valores de massa proximos ou acima de 200 gramas (SYVERTSEN;
GONI; OTERO, 2003) e de altura e largura de frutos, proximos de 7 cm (HARE et al., 1992).
J4 a massa e tamanho de frutos das laranjas ‘SM’ e ‘P’ foram menores € mais proximos.

A comparagdo entre os frutos de mesma variedade (‘SM’) quando coletados em
diferentes locais (CCSM, SBS e MM) demonstrou que, as amostras coletadas em Mogi-Mirim
(MM) sempre apresentaram frutos contendo menores massa, altura e largura (Figura 10,
Tabela 5). Uma possivel explicacdo para este fato foi que este pomar é conduzido de forma
comercial e visando produzir frutos para o processamento industrial e, portanto, tenta
maximizar a producéo total por talhdo. Sendo assim, durante as coletas verificou-se que as
plantas apresentavam cargas muito maiores de frutos do que nos pomares experimentais de

Cordeiropolis (CCSM) e de Sdo Bento de Sapucai (SBS), o que pode ter resultado na
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producdo de frutos com menor tamanho. J& é reconhecido que em plantas citricas ha uma
relagdo inversamente proporcional entre a carga elevada (producédo) de frutos por planta e o

tamanho de cada fruto.

Figura 9 - Frutos das variedades ‘P’ (A), ‘SM” (B) e ‘CC’ (C) coletados no mesmo local CCSM a 330
DAF

Figura 10 - Frutos da variedade ‘SM’ coletados nos locais SBS (A), CCSM (B) e MM (C) a 330 DAF

Ja o parametro relagdo altura/largura dos frutos dos diversos tratamentos, diferentes
variedades e coletadas em mais de um local, ndo era esperada a observacéao de diferencas para
os fatores: variedade e tempo. Isto porque esta caracteristica € inerente a variedade e
geralmente sofre baixa influéncia ambiental. Desta forma, todas as variedades apresentaram
frutos com formato esféricos, com valor médio igual a 1,0 (Tabela 5).

A variedade ‘SM’, nos trés locais CCSM, MM e SBS, apresentou frutos com
rendimento de suco bem semelhante (entre 58,4 a 58,9%) e proximo do rendimento dos frutos
da variedade controle (56,3%). Com isto considerou-se que os frutos da variedade Sanguinea-
de-Mombuca (‘SM’) também sdo adequados para o processamento industrial, tal como os

frutos da laranja controle ‘P’ (Tabela 5).
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O teor de vitamina C presente no suco de frutos da variedade ‘SM’ variou entre locais,
com médias entre 65,1 a 82,6 mg mL, sendo maior nos frutos coletados na regido de clima
mais frio (SBS), seguido dos frutos de Mogi-Mirim (MM) e de Cordeirépolis (CCSM).

Os resultados obtidos com as analises dos parametros quimicos dos sucos dos frutos
de diversas variedades (‘P’, ‘SM’ e ‘CC’), quando coletados no mesmo local (CCSM),
demonstraram que a laranja de polpa vermelha ‘CC’ possivelmente possui frutos com o
periodo de maturacdo mais precoce que as demais. Isto porque ja na primeira coleta (a 270
DAF) ela ja apresentava suco com alto teor de SST, de 12,1 °Brix, e acidez media, proxima de
0,9 % (Figuras 11 e 12). Além disto, durante as outras duas coletas posteriores (300 e 330
DAF) o suco quase ndo apresentou elevacdo nos teores de SST e nem reducdo na acidez,
como seriam esperados para frutos em fase de maturacéo.

Os frutos da variedade de polpa vermelha ‘SM’ apresentaram um acimulo moderado
SST no suco durante as trés coletas e a reducdo da acidez, o que resultou na elevacao do ratio
do suco para o valor de 18,7 (Figuras 11, 12 e 13) na Ultima coleta. Na Gltima coleta (330
DAF), os frutos da laranja controle de polpa clara ‘P’ podiam ser considerados como maduros
por apresentarem suco com teores de SST acima de 12,0 °Brix, acidez proxima de 1,3 e ratio
préximo de 9,7; valores préximos aos citados por Blumer, Pompeu Junior e Garcia (2003);
Domingues et al. (2004) para experimentos realizados com esta variedade em Cordeirdpolis
(CCSM).

SST
P CCSM MC CCSM uwSM CCSM
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Figura 11 - Teores médios de SST (°BRIX) do suco dos frutos das duas variedades de polpa vermelha
(‘CC’ e ‘SM’) e da variedade de polpa clara Péra (‘P’), coletados em Cordeiropolis
(CCSM) e em trés tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF).
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Figura 12 - Teores médios de ATT (%) do suco dos frutos das duas variedades de polpa vermelha
(‘CC’ e ‘SM’) e da variedade de polpa clara Péra (‘P’), coletados em Cordeiropolis
(CCSM) e em trés tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF).
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Figura 13 - Teor de ratio do suco dos frutos das duas variedades de polpa vermelha (‘CC’ e ‘SM’) e da
variedade de polpa clara Péra (‘P’), coletados em Cordeirdpolis (CCSM) e em trés tempos
de coleta (270, 300 e 330 DAF).

As analises de parametros quimicos realizadas com os frutos da laranja de polpa
vermelha ‘SM” coletados em trés locais, Cordeiropolis (CCSM), Sao Bento do Sapucai (SBS)
e Mogi-Mirim (MM) demonstraram haver pouca variagao entre as amostras (Figuras 14, 15 e
16), como seria esperado, por se tratar da avaliacdo de uma mesma variedade, com a
utilizacdo do mesmo porta-enxerto e em trés locais cujos climas ndo muito contrastantes, com
a excecdo de Sdo Bento de Sapucai (SBS), que é mais frio (clima Cwb).

Sendo assim, pode se observar nas amostras coletadas nos trés locais o incremento
gradual dos teores de SST e a reducdo da acidez titulavel, também gradual, nos sucos dos

frutos ao longo das trés coletas, o que resultou no aumento mais intenso no ratio, com valores
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finais proximos de 19,0 (Figura 16). Os unicos dados inesperados foram obtidos com as
amostras coletadas em SBS que por apresentar clima mais frio, deveria apresentar frutos com
suco contendo menores teores de SST e maior acidez, em comparagdo com o0s coletados nos

outros dois locais, no entanto, isto ndo foi observado (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Teor médio de SST (°BRIX) do suco dos frutos da variedade de polpa vermelha ‘SM’
coletado nos locais (CCSM, MM e SBS) nos trés tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF).
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Figura 15 - Teor médio de ATT (%) do suco dos frutos da variedade de polpa vermelha ‘SM’ coletado
nos locais (CCSM, MM e SBS) nos trés tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF).
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Figura 16 - Teor de ratio do suco dos frutos da variedade de polpa vermelha ‘SM’ coletado nos locais
(CCSM, MM e SBS) nos trés tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF).

5.2 Quantificagdo dos metabdlitos da via de biossintese de carotenoides

As amostras de frutos obtidas de diversas variedades de laranja de polpa vermelha
(‘CC’ e ‘SM’) e de polpa clara Péra (‘P’), em varios locais e trés coletas (270, 300 e
330 DAF) foram encaminhadas ao laboratdrio do Departamento de Alimentos e Nutri¢do da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara), para a quantificacdo individual
dos principais carotenoides presentes no suco de laranja (fitoflueno, licopeno, B-caroteno,
luteina, zeaxantina e violaxantina) utilizando o meétodo de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a quantificacdo dos teores de carotenoides totais (expresso em teor de

[-caroteno), utilizando o método de espectrofotometria.

5.2.1 Analise de quantificacdo dos carotenodides no suco dos frutos das variedades de

polpa vermelha e de polpa clara

A analise dos resultados obtidos com amostras de frutos de trés variedades de laranja
(‘P’, ‘SM’ e ‘CC’), quando coletadas no mesmo local (CCSM), demonstrou que a polpa da
laranja pigmentada ‘SM’ acumulou mais carotenoides totais em todos os tempos de coleta em

relacdo as duas outras variedades de laranja, seguido da variedade ‘CC’ também laranja de
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polpa vermelha, e da laranja Péra (de polpa clara). Na ultima coleta (330 DAF), o contetdo
dos principais carotenéides no suco da laranja pigmentada ‘SM’ foi quase de 10 mg L a mais
que o apresentado na variedade controle ‘P’ (Figura 17).

Um estudo realizado na Espanha por Alquezar, Rodrigo e Zacarias (2008) compara 0
contetido de carotendides das laranjas Bahia Cara-Cara e da Washington Navel, sua possivel
variedade original. Os resultados demonstraram que na laranja Bahia Cara-Cara, 0 acimulo
de carotendides totais na polpa ficou evidente desde as fases iniciais de desenvolvimento dos
frutos (meados de Julho no hemisfério norte) e aumentou continuamente durante todo o
processo de maturacdo, enquanto que na laranja Washington Navel, o maior incremento
ocorreu somente a partir de novembro. A polpa de frutos imaturos de Cara-Cara chegou a
conter até 6 vezes mais carotenodides que o tecido correspondente de laranja Washington
Navel, reduzindo para 2 a 3 vezes mais, na fase final de maturacgéo.

Os carotendides totais quantificados na polpa dos frutos de laranja Bahia Cara-Cara e
do pomelo Guanxi, mutantes com frutos pigmentados, foram muitas vezes maior nestes do

que em frutos de variedades de polpa clara da mesma espécie (XU et al., 2006b).

Carotendides totais
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Figura 17 - Quantificagdo dos carotendides totais nas variedades pigmentadas ‘CC’ e ‘SM’ de Citrus
em relagdo a controle de polpa clara ‘P’, com valores médios e o desvio padrdo (barra).
Médias seguidas de letras distintas no mesmo tempo de coleta diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Eixo X: tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF). Eixo
Y: quantidade dos carotendides totais (mg L?).

Durante a maturacdo dos frutos de Citrus ocorrem alteracdes na sintese de metabolitos
da via de carotendides que sdo dependentes da variedade e da espécie de Citrus, e estas

alteracOes sdo sensiveis as condi¢des ambientais, especialmente temperatura e luz (BARRY
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VAN WYK, 2006; FANCIULLINO et al., 2008; KATO et al., 2004; MATSUMOTO et al.,
2007).

Dhuique-Mayer et al. (2009) avaliaram o conteudo dos principais carotendides em
laranjas doces e tangerinas, com amostras de frutos coletados de diversas regides climaticas
(tropicais, subtropicais e mediterranea) e em mais de uma época do ano. Os autores
observaram que os frutos coletados da regido mediterranea (Cdrsega) apresentaram menores
variacGes anuais no contetudo de carotendides da polpa em comparacdo com as variagoes
observadas entre espécies e entre variedades (mesma espécie). Também foi possivel verificar
claramente o efeito de local (ambiente) no contetido total e no conteddo dos principais
carotendides (carotenos e xantofilas) presentes na polpa dos frutos.

No presente estudo, as analises de quantificacdo individual dos principais carotendides
presentes no suco de frutos, de amostras obtidas de trés variedades de laranja, coletadas no
mesmo local (CCSM), demonstraram que havia diferengas entre variedades, mas também
entre os diferentes tempos de coleta (Figura 18). As variedades de polpa vermelha (‘CC’ e
‘SM”) foram as Unicas que apresentaram licopeno no suco, mas também tiveram grande
acumulo de B-caroteno, em comparacdo com a variedade de polpa clara controle ‘P’ (Figura
18).

Analisando-se individualmente as variedades, observa-se que a laranja ‘SM’
apresentou suco com maior conteldo dos carotenoides fitoflueno, licopeno e p-caroteno, em
todos os tempos, em relacdo as demais laranjas e que o contetdo destes carotendides foi quase
sempre crescente ao longo das trés coletas. O conteudo total de luteina na variedade ‘SM’ foi
maior a 270 DAF e com ligeiro decréscimo até 330 DAF. Em relacdo as xantofilas
(zeaxantina e violaxantina), os conteddos acumulados nesta variedade apresentaram baixo
crescimento e sempre foram menores que os da laranja controle Péra (Figura 18).

A variedade ‘CC’ também apresentou suco com maiores teores de licopeno e [3-
caroteno em comparacao com a laranja Péra (polpa clara), mas sem a observacao de grande
acréscimo no contetdo durante o amadurecimento dos frutos, caso do [-caroteno, e até
decréscimo ao longo das trés coletas, para o pigmento licopeno. Em relagdo aos carotenoides
luteina, zeaxantina e violaxantina (xantofilas), a Bahia Cara-Cara (‘CC’) apresentou niveis
sempre crescentes, mas menores quando comparados as outras duas variedades (Figura 18).

A laranja controle Péra apresentou tendéncia ao maior acimulo das xantofilas no suco
(zeaxantina e violaxantina), em relacao as laranjas de polpa vermelha, (‘CC’ e ‘SM’) e quase

ndo apresentou acumulo dos carotendides licopeno e B-caroteno (Figura 18).
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Figura 18 - Quantificagdo dos carotendides dos frutos das variedades ‘CC’ e ‘SM’ de Citrus em
relagdo a controle ‘P’, com valores médios e o desvio padréo (barra). Médias seguidas
de letras distintas no mesmo tempo de coleta diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Eixo X: tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF). Eixo Y: quantidade
dos carotendides (mg L™). As setas indicam a sequéncias de sintese dos carotendides
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Alquezar, Rodrigo e Zacarias (2008) observaram resultados semelhantes com a
avaliagcdo de frutos das laranjas Bahia Cara-Cara e Washignton Navel. Durante a maturagdo
da laranja Washignton Navel (polpa clara), a polpa acumulava quase que exclusivamente
xantofilas, sendo a violaxantina o principal carotenoide acumulado, com mais de 90 % do
total nos frutos maduros. Em contraste, 0s carotenos lineares foram os principais carotendides
presentes na polpa da laranja Bahia Cara-Cara, mutante de polpa vermelha, representando
mais de 94 % do total, em todas as fases analisadas. Nesta variedade, o fitoeno, fitoflueno,
licopeno e B-caroteno foram acumulados na polpa com quantidades relativamente grandes,
mas ndo foram detectados na laranja Navel durante todos os estaddios de maturacdo. Ja a
acumulacdo de xantofilas ocorreu somente nos estadios finais, sendo que ambas as variedades
atingiram concentragdes semelhantes destes componentes.

O licopeno é um pigmento que ndo é acumulado na polpa dos frutos de variedades de
polpa clara de Citrus, sendo somente encontrado em algumas variedades mutantes, sendo
conhecido com um pigmento exclusivo das variedades pigmentadas. A acumulacdo de
licopeno em frutos ja foi identificada nos pomelos Ruby Red e Star Ruby (XU et al., 2006a;
2006b); nos pomelos Fengdu, Guanxi e Chuzhou Early Red (LEE, 2001); e em algumas
laranjas doces como Shara (MONSELISE; HALEVY, 1961), Cara-Cara (SAUNT, 2000; XU
et al., 2006b) e Hong Anliu (LIU et al., 2009).

Outra laranja mutante de polpa vermelha, a laranja Hong Anliu, demonstrou possuir
caracteristicas semelhantes, concentracbes muito maiores de carotenoides totais, além de
maiores concentracdes de fitoeno, licopeno, a-caroteno e f-caroteno na polpa, em comparagéo
com a variedade controle, que possuia polpa clara (LIU et al., 2009).

O controle genético e a capacidade de acumular carotendides na casca (flavedo) e na
polpa sdo aparentemente distintos nos diversos tecidos de frutos citricos. Como um exemplo
cita-se a laranja Bahia Cara-Cara, em que o flavedo, porgdo externa dos frutos, tem a
capacidade de acumular quantidades elevadas do carotendide incolor fitoeno, mas ndo dos
carotenoides pigmentados licopeno e B-caroteno (XU et al., 2006b). Assim, sugere-se que
este tecido possa ter sido afetado por alguma mutacéo distinta da ocorrida na polpa, alterando
o0 controle genético deste carater (XU et al., 2006b).

Foi demonstrado que as tangerinas, as laranjas, e seus hibridos sdo diferentes em
funcdo dos contetdos de carotendides presentes na polpa, mas principalmente de -
criptoxantina. A composicdo dos carotendides de variedades e espécies de Citrus tem um
perfil especifico, mas a origem dessa diversidade ainda ndo foi bem compreendida
(FANCIULLINO et al., 2006).
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Em tomateiro, durante o amadurecimento do fruto, ocorre o acimulo dos metabdlitos
fitoeno, fitoflueno, {-caroteno e principalmente o pigmento licopeno (FRASER et al., 1994),
resultado similar para o carotendide fitoflueno foi encontrado para as laranjas de polpa
vermelha ‘SM’ no presente trabalho (Figura 18).

O licopeno pode ser catalisado pela enzima LCYe e convertido no pigmento o-
caroteno, o qual é metabolizado em luteina (CUNNINGAM; GANTT, 1998). A ramificacdo
da via de carotendides resulta na competicdo pelo substrato licopeno para sintese o-caroteno
(LCYe) e B-caroteno (LCYB). Apesar do maior acimulo de licopeno na variedade de polpa
vermelha ‘SM’, os niveis de luteina se mantiveram praticamente constantes nesta variedade
em funcdo dos tempos de coletas, enquanto que, a laranja de polpa clara ‘P’, os niveis de
luteina nos frutos aumentaram em funcgdo do tempo (Figura 15). J& na variedade pigmentada
‘CC’ foi observado um aumento deste metabdlito, porém a quantidade se manteve menor do
que a laranja de polpa clara ‘P’ (Figura 18). O acimulo diferenciado de luteina (xantofila) na
variedade de polpa clara ‘P’ corrobora com os altos niveis de xantofilas que sdo descritos em
laranja doce, Citrus sinensis [L.] Osbeck, que resulta na coloragdo do fruto amarelo
(DHUIQUE-MAYER et al., 2009).

A coloragdo amarelada da laranja ‘P’ também foi evidenciada por outras xantofilas
presentes, como a zeaxantina e a violaxantina. Estes pigmentos foram acumulados em altos
niveis quando comparados as variedades pigmentadas (Figura 18). Os resultados mostram
que o menor acumulo das xantofilas resulta no maior acimulo dos carotenos nas variedades
pigmentadas estudadas. Dentre outros, 0s pigmentos de zeaxantina e de violaxantina sdo
considerados os principais carotenodides acumulados nas variedades de laranja Valéncia
(GAMA; SYLOS, 2005; DHUIQUE-MAYER et al., 2009; MELENDEZ-MARTINEZ
MARTINEZ et al., 2008). Os menores niveis das xantofilas zeaxantina e violaxantina nas
laranjas de polpa vermelha foram semelhantes as quantidades encontradas nos frutos de
tomate durante o amadurecimento (FRASER et al., 1994).

Para complementar os resultados obtidos da quantificacdo dos carotendides foi
realizada uma analise de componentes principais (ACP) com os dados de contetdo dos
principais carotendides presentes nas polpas dos frutos das trés variedades de laranja e nos
diversos tempos de coleta. Esta analise teve como finalidade separar distintamente o
carotendide ou o grupo de carotendides especificos, presentes em cada variedade e em cada

tempo de coleta.
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Os resultados obtidos com esta analise demonstraram que dois componentes principais
explicaram 80,6 % da variabilidade total dos dados (Figura 19). Além disto, claramente
houve a separacdo das variedades em grupos distintos, observando-se a tendéncia da
variedade ‘SM’ em acumular maior contetido dos carotenos na polpa (fitoflueno, licopeno e
[-caroteno) e, a laranja controle ‘P’, a tendéncia em acumular maior conteudo das xantofilas

(luteina, violaxantina e zeaxantina) na polpa dos frutos (Figura 19).
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Figura 19 - Analise de Componentes Principais (ACP) dos principais carotendides do suco de

variedades pigmentadas ‘SM’ e ‘CC’ e controle ‘P’, com coletas aos 270, 300 e 330
DAF e no mesmo local (CCSM).

Em resumo, o acumulo diferenciado dos pigmentos reflete nos fendtipos da polpa dos
frutos das diferentes variedades estudas. A quantificacdo dos metabolitos demonstrou que o
acumulo dos carotendides (fitoflueno, licopeno e B-caroteno) foi bem maior nas variedades

b

pigmentadas ‘CC’ e ‘SM’ que na variedade de polpa clara ‘P’. Ja os carotendides (luteina,
zeaxantina e violaxantina) foram menos acumulados nas variedades de polpa vermelha. Além
disso, as diferencas no acumulo dos pigmentos de carotendides entre as laranjas pigmentadas
foram identificados, a variedade ‘SM’ acumula mais carotendides totais (principalmente

licopeno e B-caroteno) do que a pigmentada ‘CC’.
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5.2.2 Andlise de quantificagdo dos carotendides no suco dos frutos da variedade de
polpa vermelha em locais distintos

A anélise dos resultados obtidos com amostras de frutos da variedade de laranja
pigmentada ‘SM’, quando coletadas em diferentes locais (CCSM, SBS e MM), demonstrou
que o conteudo de carotendides totais foi sempre maior na polpa dos frutos cultivados na
regido de Mogi-Mirim (MM), chegando a um valor préximo de 39 mg de carotendides por L
de suco, seguido dos frutos coletados em S&o Bento do Sapucai (SBS) com aproximadamente
33 mg L, e por ultimo dos frutos de Cordeiropolis (CCSM), com 29 mg L. Além disto, o
conteudo de carotenoides totais foi sempre crescente, em todos os locais e ao longo das trés

coletas (Figura 20).
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Figura 20 - Quantificacdo dos carotenoides totais nos locais SBS e MM em relacdo ao controle
CCSM, com valores médios e o desvio padrdo (barra). Médias seguidas de letras
distintas no mesmo tempo de coleta diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Eixo X: tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF). Eixo Y: quantidade dos
carotendides (mg L)

Os dados obtidos no presente estudo, sobre 0 acimulo de carotendides totais em frutos
de laranja ‘SM’ colhidos de locais com diferentes climas sdo concordantes com os ja relatados
na literatura, a excecdo das amostras colhidas em Cordeir6polis (CCSM), que apresentou
menor contetdo de carotendides totais em comparagdo com as amostras de SBS, apesar de
apresentar um clima mais quente (Figura 20).

A literatura afirma que frutos de laranjas de polpa clara e de tangerinas, quando

colhidos de plantas cultivadas em regido de clima mais frio, geralmente apresentam maiores
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conteldos de carotendides totais no suco (MOULY; GAYDOU; CORSETTI, 1999;
DHUIQUE-MAYER et al., 2009). Os estudos realizados em pomelos com frutos
pigmentados (DHUIQUE-MAYER et al., 2009) e em tomate (GAUTIER et al., 2008), em que
os frutos tém a capacidade de acumular licopeno na polpa, o efeito observado pode ser o
contrario, com o acumulo de maiores teores de carotenos (principalmente licopeno), quando o
cultivo é realizado sob temperaturas mais elevadas.

Dhuique-Mayer et al. (2009) afirmaram ter verificado que tangerinas sdo mais
sensiveis a variagdes ambientais anuais sobre o conteldo de carotendides do que as laranjas
doces. Entretanto, comparando-se somente amostras de laranja doce (variedades de polpa
clara) com frutos coletadas em regides de clima subtropical (Nova Caleddnia, Norte da Nova
Zelandia) e tropical (Brasil, Costa Rica, Cuba e Tahiti), verificou-se que estes também
apresentavam algumas diferencas marcantes no conteudo de carotenodides entre si, porém
sempre menores que as diferencas em relacdo a amostras colhidas na regido mediterranea,
chegando-se a observar uma reducédo de 10 vezes no conteldo de carotendides totais presentes
nos frutos de laranja Valéncia colhidos em Cuba, em comparacdo com as amostras colhidas
na Codrsega (clima mediterraneo). Mouly, Gaydou e Corsetti (1999) ja tinha verificado
anteriormente este mesmo fato.

Analisando-se os resultados obtidos com a quantificacdo dos principais carotendides
presentes no suco de frutos de amostras obtidas de laranja ‘SM’, quando coletadas em trés
locais (CCSM, MM e SBS), pode-se observar que havia diferencas entre elas, mas também
entre amostras de diferentes tempos de coleta (Figura 21).

De modo geral, pode-se observar que na Ultima coleta, as amostras de frutos colhidas
em MM tiveram uma tendéncia a acumular maiores teores dos carotenos (licopeno e B-
caroteno) e da xantofila (luteina) [Figura 21], enquanto que os frutos originados de SBS
apresentaram uma maior tendéncia em acumular as xantofilas: zeaxantina e violaxantina. Ja a
amostra oriunda do pomar de Cordeirdpolis (CCSM) apresentou sempre menores teores de
carotenoides em relacdo as demais, devido possivelmente a algum outro efeito experimental
(ambiental, idade de planta ou outro) que atuou fortemente, afetando negativamente a
producdo de quase todos os carotendides (Figura 21).

As amostras de frutos de laranja pigmentada ‘SM’ colhidas em Mogi-Mirim (MM)
apresentaram valores crescentes de conteido de licopeno e B-caroteno no suco, ao longo das
trés coletas, finalizando com aproximadamente 9,0 mg de cada um deles por L de suco e
aproximadamente 10,3 mg L de luteina na Gltima coleta (330 DAF), sendo portanto

considerados como 0s principais carotendides no suco (Figura 21).



70

As amostras de frutos da mesma variedade, quando foram colhidos em S&o Bento do
Sapucai (SBS), apresentaram valores crescentes de conteudo de zeaxantina, violaxantina e
luteina, ao longo das trés coletas, finalizando com aproximadamente 7,5 mg de zeaxantina e
de violaxantina, por L de suco e aproximadamente 8,3 mg L™ de luteina, na Gltima coleta
(330 DAF), sendo portanto considerados como o0s principais carotenodides no suco.

Ja as amostras colhidas em CCSM apresentaram alguns carotendides com valores
crescentes durante o avanco das coletas (fitoflueno, B-caroteno e zeaxantina), enquanto outros
permaneceram estaveis (luteina e violaxantina) e outros ainda, apresentaram decréscimo,
exemplo do licopeno (Figura 21).

Segundo Dhuique-Mayer et al. (2009), o cultivo de laranjas doces em regides de clima
semelhante ao do mediterraneo, em que ha a ocorréncia de dias mais secos € com maior
amplitude térmica diaria, favorece o acumulo das xantofilas, B-criptoxantina e cis-
violaxantina na polpa, enquanto que em regides tropicais, observou-se que 0s niveis destes
compostos eram bem menores. O mesmo foi observado neste experimento, analisando-se 0s
dados das amostras oriundas de SBS, que apresenta clima mais frio (Figura 21).

Por outro lado, o cultivo de variedades citricas que possuem polpa vermelha em
regibes de clima mais quente, resultou em polpa e suco de frutos com maiores teores de
carotendides totais e maior contetdo de licopeno, em compara¢do com amostras obtidas da
regido de clima Mediterraneo (DHUIQUE-MAYER et al., 2009). Como exemplo, 0s autores
citam que os frutos do pomelo Star Ruby, quando colhidos em Nova Caledonia, regido
tropical, possuiam teores mais elevados de licopeno (17 mg L), em comparagdo com as
amostras colhidas na Corsega (10 mg L™). Gautier et al. (2008) relataram que em tomate, 0
aumento da temperatura de cultivo, de 21 °C para 26 °C, resultou na reducdo dos teores de
carotenos totais, mas ndo no teor de licopeno, que se manteve constante.

Utilizando outra abordagem, Xu et al. (2006a) e colaboradores observaram que a
armazenagem de frutos de pomelo Ganxi, mutante que acumula licopeno e B-caroteno em
maiores niveis na polpa dos frutos, durante dois meses e a temperatura ambiente, resultou no
aumento de 3 e 2 vezes mais na concentracdo de licopeno e p-caroteno, respectivamente. O
incremento pods-colheita de carotenos nos frutos da variedade de laranja Bahia Cara-Cara foi

também descrito por Xu et al. (2006a).
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Figura 21 - Quantificacdo dos carotenoides dos frutos da variedade ‘SM’ dos locais SBS e MM em
relacdo ao local controle CCSM, com valores médios e o desvio padrdo (barra). Médias
sequidas de letras distintas no mesmo tempo de coleta diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Eixo X: tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF). Eixo Y:
quantidade dos carotendides (mg L?). As setas indicam a sequéncias de sintese dos

carotendides pelos genes na via
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5.3 Identificacdo e caracterizagdo dos genes da via de biossintese de carotendides

No banco de dados de Orange Gene Index (http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange) foram identificados um total de 23 agrupamentos (clusters ou
TC - tentative consensus) e 81 ESTs individuais ndo agrupados (singletons) dos genes da via
de biossintese de carotendides em Citrus; baseando-se na busca por palavra-chave e também
usando os genes ortélogos da via de carotenoides relatados em tomate (Solanum lycopersicum
L.), sendo os genes PSYI e PSYIl (GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008), o gene PDS
(MANN; PECKER; HIRSCHBERG, 2004), o ZDS (BARTLEY; ISHIDA, 1999), o CRTISO
(ISAACSON et al., 2002), o LCYe (GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008), o LCYp
(PECKER et al., 1996), o HYB (D'AMBROSIO; STIGLIANI; GIORIO, 2011) e o ZEP
(BURBIDGE et al., 1997).

As sequéncias de Citrus identificadas totalizaram 209 transcritos (0,09 %) das 202.400
ESTs disponiveis, distribuidas entre 26.081 agrupamentos e 72.791 singletons, originadas de
diversos gendtipos, tecidos e condi¢des (dados depositados até 25 de junho de 2008).

Para classificar os genes da via de Citrus foi realizada uma andlise filogenética
empregando as sequéncias traduzidas dos 23 agrupamentos, dos 81 singletons de Citrus e dos
genes em tomate. Os TCs e singletons de laranja doce se agruparam aos genes da via de
carotenoides de tomate baseados em valores de re-amostragem com reposi¢cdo aleat6ria dos
dados (bootstrap), que revelaram a consisténcia interna da topologia da arvore consensual
(dados ndo mostrados). Dos 23 agrupamentos de Citrus, dois (derivado de 15 ESTs) foram
classificados como pertencentes ao gene PSY; um agrupamento (derivado de seis ESTS) foi
classificado como PDS, nove agrupamentos (derivados de 29 ESTs) foram classificados como
ZDS, um grupo (derivado de trés ESTSs) classificado como pertencente ao CRTISO, um
(derivado de sete ESTs) pertencente ao LCY[3, um agrupamento (derivado de quatro ESTs) do
LCYe, quatro (derivados de 55 ESTs) pertencentes ao HY( e quatro agrupamentos (derivados
de nove ESTs) pertencentes ao ZEP. Ja dos 81 singletons, seis foram classificados como
pertencentes ao gene PSY; um singleton pertencente aos genes PDS e LCYp, 42 grupos
pertencem ao gene ZDS, dois ao gene CRTISO, cinco pertencentes ao gene LCYe,
10 agrupamentos pertencentes ao gene HYp e 14 classificados como pertencentes ao gene

ZEP, equivalentes aos genes de tomate.
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Em estudos de identificacdo de novos membros da familia génica da via de biossintese
de carotendides em laranja doce (Citrus sinensis [L.] Osbeck) foram identificados quatro
ESTs pertencentes a um contig que foram equivalentes ao gene PSY, dois ESTs para um
contig equivalente ao gene PDS, 12 ESTs distribuidos em trés contigs pertencente ao gene
ZDS, para 0 gene LCYP foram identificados 11 ESTs pertencentes a trés contigs, trés ESTS
pertencentes a dois contigs equivalente ao LCYe e oito ESTs em um contig equivalentes ao
gene HYB (CHEN et al., 2010). Dos ESTs identificados no presente trabalho como
equivalentes aos genes (PSY, PDS, ZDS, CRTISO, LCYe, LCYB, HYPB e ZEP) da via de
carotendides, os genes ZDS, HYB e PSY (nesta ordem) foram os que apresentaram maior
quantidade de sequéncias expressas em Citrus. Os resultados obtidos acima corroboraram
com os dados obtidos por Chen et al. (2010), onde no gene ZDS foram identificados 12 ESTs,
no HY identificados oito ESTs e no gene PSY foram encontrados quatro ESTs.

Com o objetivo de selecionar as sequéncias mais completas das proteinas da via de
carotendides, uma segunda arvore filogenética foi gerada utilizando os 23 agrupamentos de
Citrus e os oito genes de tomate (Figura 22). Os singletons ndo foram incluidos nesta analise,
porque quando alinhados na ferramenta Blast 2 Sequences do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) aos seus respectivos agrupamentos,
mostraram-se fazer parte do mesmo grupo, apresentando pequenas diferencas entre as
sequéncias. Os singletons identificados traduziam sequéncias pequenas de aminoacidos, e
gue nao se agruparam automaticamente aos TCs possivelmente devido aos critérios
estatisticos estabelecidos para o agrupamento. Na arvore consensual foram observados a
formacdo de pares referentes aos genes da via de biossintese de carotendides de Citrus com o
respectivo em tomate; com valor de bootstrap (100 %) indicando a consisténcia interna na
analise (Figura 22).

Como observado na arvore filogenética (Figura 22), os TCs foram agrupados com 0s
respectivos genes de tomate. Os grupos foram divididos em funcdo da similaridade das
sequéncias de Citrus e de tomate. Em seguida foram realizados alinhamentos mdultiplos entre
as sequéncias de proteina de Citrus e de tomate, utilizando o programa
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/. A anélise objetivou restringir ainda mais a escolha
de um Unico TC que melhor representasse cada gene da via de carotendides em Citrus a partir
do melhor pareamento entre elas. Assim a escolha do melhor TC foi determinada, permitindo
que os 24 grupos identificados fossem reduzidos a oito agrupamentos (Tabela 6). Foi

observado que o gene ZDS de Citrus foi 0 mais numeroso quanto a numero de ESTs


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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individuais, seguidos dos genes HYB, ZEP, PSY, LCYg, LCYB, PDS e CRTISO (Tabela 6).
Apos a selecdo dos TCs, uma arvore consensual final foi gerada entre as oito sequéncias de
Citrus e as oito de tomate (Figura 23).
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Figura 22 - Arvore filogenética dos oito genes de tomate para classificacio dos 23 agrupamentos (TCs) dos genes da via de carotendides de Citrus. Os
alinhamentos das sequéncias de aminoacidos foram realizados com o auxilio do programa ClustalW e a arvore foi construida utilizando as
fungdes de maxima parcimoénia no PAUP 4.0b10. Os valores de bootstrap baseado em 1000 repeti¢cGes aparecem nos nos da arvore
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Figura 23 - Arvore filogenética dos oito genes de tomate e dos oito agrupamentos (TCs) dos genes da via de carotendides de Citrus. Os alinhamentos das
sequéncias de aminoacidos foram realizados com o auxilio do programa ClustalW e a arvore foi construida utilizando as funcdes de maxima
parcimdnia no PAUP 4.0b10. Os valores de bootstrap baseado em 1000 repeti¢6es aparecem nos nés da arvore



7

Tabela 6 - Agrupamentos de ESTs de Citrus identificados em relacdo as sequéncias dos genes
ortologos de tomate, com suas respectivas siglas, identificagdo do nimero de acesso (TC),
nomenclatura proposta a partir dos genes de tomate, nimero de ESTs individuais que
comp0e cada TC e o e-value relativo a similaridade com sequéncias ortélogas de tomate

Gene TCn° TCn® Nomenclatura N° de ESTs
Tomate Tomate Citrus Citrus individuais e-value
PSYI 217254 p13®
42 PSY 21
PSYII 217255 g4
PDS 217176 3 PDS 7 218
ZDS 217229 2199 ZDS 71 2%
CRTISO 222124 19375 CRTISO 5 e6°
LCYe 228761 4815 LCYe 9 gl63
LCYp 238494 5 LCYp 8 g20t
HYp 217349 8364 HYS 65 g8
ZEP 217193 19033 ZEP 23 153
TOTAL 209

Dos ESTs identificados por Chen et al. (2010), somente um representante de cada
gene foi selecionado, provavelmente a sequéncia mais completa que traduz a proteina. Para o
gene PSY foi selecionado a sequéncia com numero de acesso DQ235260 (ID GenBank)
depositada no banco de dados de Citrus, esta apresenta 1311 pb e 436 aminoacidos (INOUE
et al., 2006), o gene PDS foi 0 nimero de acesso AJ319761, com 1919 pb e 553 aminoacidos,
para 0 ZDS foi o EST referente ao numero de acesso AJ319762, com a sequéncia de
nucleotideos de 1907 pb e de 570 aminoacidos (RODRIGO; MARCQOS; ZACARIAS, 2004),
para o LCYP foi 0 AY094582, com a sequéncia de 1575 pb e 524 amino&cidos (XU; CHEN;
ZHANG, 2001), para o LCY« foi a sequéncia de namero de acesso AJ319762 com 1317 pb e
570 aminoéacidos (TAO et al.,, 2004) e para o gene HYPB foi 0 acesso nimero DQ228870,
referente a sequéncia de 936 pb e de 311 residuos de aminoacidos (RODRIGO; MARCQOS;
ZACARIAS, 2004).

Os oito agrupamentos selecionados, equivalentes aos genes da via de carotendides
(Tabela 6) sdo compostos por ESTs, mas para o desenho dos iniciadores foi selecionado
somente um ESTs que representasse cada gene (sequéncia completa que traduz a proteina). O
namero de acesso dos ESTs foram DQ235260 (para o gene PSY), AJ319761 (gene PDS),
AJ319762 (para o ZDS), AB114659 (gene CRTISO), AY533827 (para o gene LCYeg),
DQ235259 (para o gene LCY), DQ228870 (gene HYP) e AB114662 (para o gene ZEP). Os

ESTs equivalentes aos genes PSY, PDS, ZDS e HY foram os mesmos selecionados por Chen
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et al. (2010). Ja os ESTs referentes aos genes LCYe e LCYB foram diferentes dos escolhidos
por Chen et al. (2010).

As sequéncias traduzidas dos oito agrupamentos de ESTs de Citrus e dos respectivos
genes de tomate foram alinhadas Blast 2 Sequences do NCBI para confirmar a similaridade e
identidade entre elas (Figura 24a-h). A similaridade entre os genes de tomate e Citrus variou
entre 80 e 93 % (média de 86,5 %) e a identidade entre 70 e 85 % (media 77,5 %) (dados nédo
mostrados).

Para o gene PSY em Citrus, a similaridade foi de 73 % e a identidade foi de 81% em
relacdo ao gene PSYI de tomate. Ja em relacdo a PSYII de tomate, a similaridade foi de 74 %
e a identidade foi de 82 % (Figura 24a). Em tomate, foram identificadas duas isoformas do
gene PSY, ambas sdo altamente conservadas, com sequéncias de éxons quase que idénticas e
introns mais variaveis. As sequéncias dos genes da PSYI e da PSYIl tem 4527 e 3542 pb,
sequéncias codificadoras tem 1239 e 1317 bp e as sequéncias das proteinas tem 412 e 438
aminoacidos, respectivamente. As sequéncias das proteinas sdo idénticas na regido central,
mas a diferenca entre elas estdo nas regides terminais N- e C-terminal. Atraves de anélise de
RT-gPCR foi demonstrado que o transcrito de PSYII foi expresso em todos os tecidos das
plantas, ja o transcrito PSYI foi detectado na polpa do fruto (tecido-especifico) (GIORIO;
STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008). O EST de Citrus ndo apresentou grandes diferencas na
similaridade e na identidade no alinhamento com as isoformas PSYI e PSYII, porque o EST de
laranja alinhou na regido central das isoformas de tomate, onde as mesmas s&0 muito
conservadas.

Para o gene PDS em Citrus, a similaridade foi de 93% e a identidade foi de 84 % em
relacdo a tomate (Figura 24b). A sequéncia completa do gene PDS em tomate tem 8258 pb,
sequéncia codificadora tem 1749 pb e a sequéncia da proteina de 583 aminoacidos. Em geral,
a sequéncia do gene PDS em tomate comparada as demais sequéncias de plantas superiores
sdo quase iguais, com algumas exce¢des que sdo diferencas pequenas caracteristicas de
tomate (MANN; PECKER; HIRSCHBERG, 2004).

A similaridade e a identidade de ZDS com relacdo a tomate foram de 93 % e 85 %,
respectivamente (Figura 24c). Em tomate, a sequéncia codificadora do gene ZDS é de 1931
pb e a sequéncia de proteina é de 588 aminoacidos (BARTLEY; ISHIDA, 1999).

Para 0 gene CRTISO a similaridade foi de 92 % e a identidade foi de 84 % entre as
sequéncias de laranja e tomate (Figura 24d). A sequéncia completa do gene CRTISO em
tomate tem 7998 pb, sequéncia codificadora tem 1845 pb e a sequéncia da proteina de 615
aminoacidos (ISAACSON et al., 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mann%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pecker%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirschberg%20J%22%5BAuthor%5D
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A similaridade e identidade foram de 88 % e 78 % entre as sequéncias do gene LCYe
de Citrus e tomate (Figura 24e). A sequéncia codificadora em tomate tem 1683 pb e a
sequéncia de proteina tem 527 aminoacidos (GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008).

Para o gene LCYpB foi de 90 % e 84 % a similaridade e identidade em relacdo a
sequéncia de tomate, respectivamente (Figura 24f). A sequéncia codificadora em tomate tem
978 pb e a sequéncia de proteina tem 314 aminoacidos (PECKER et al., 1996).

Para 0 gene HYB foi de 80 % e 70 % a similaridade e identidade em relagdo a
sequéncia de tomate, respectivamente (Figura 24g). A sequéncia codificadora em tomate tem
1650 pb e a sequéncia de proteina tem 500 aminoacidos (D'AMBROSIO; STIGLIANI;
GIORIO, 2011).

Para ZEP foi de 92 % a similaridade e 83 % a identidade com relagdo a tomate (Figura
24h). A sequéncia completa do gene ZEP em tomate tem 2225 pb, sequéncia codificadora
tem 2007 pb e a sequéncia da proteina de 669 aminoacidos (BURBIDGE et al., 1997).
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Figura 24a - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
PSY da via de biossintese de carotentides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminoacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenca em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24b - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
PDS da via de biossintese de carotenoides de tomate e o agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminoécidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenca em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24c - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
ZDS da via de biossintese de carotendides de tomate e o agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminoacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenca em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24d - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
CRTISO da via de biossintese de carotenoides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus.
A identidade dos aminoacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade
em cinza e a diferenca em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24e - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
LCYe da via de biossintese de carotendides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminodacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenga em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24f - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
LCYp da via de biossintese de carotendides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminoacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenga em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24g - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
HYB da via de biossintese de carotenodides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminodacidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenga em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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Figura 24h - Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das sequéncias traduzidas relativa ao gene
ZEP da via de biossintese de carotendides de tomate e 0 agrupamento de ESTs de Citrus. A
identidade dos aminodcidos das sequéncias alinhadas representada em preto, similaridade em
cinza e a diferenca em branco (Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/)
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5.4 Desenvolvimento de iniciadores gene-especifico para via de carotendides

Foram desenhados iniciadores especificos dos oito genes da via de carotendides em
Citrus sinensis [L.] Osbeck, (Tabela 1), a partir da sequéncia génica traduzida. Seguida a
construcdo de iniciadores, foi realizada a extracdo de RNA total das amostras de
tecidos/Orgdos (primeiro experimento) em duplicata bioldgica e das amostras de polpa dos
frutos (segundo experimento) das laranjas pigmentadas (‘SM’ e ‘CC’) e da laranja controle
‘P’ em triplicata bioldgica, nos diferentes locais (Cordeirdpolis - CCSM, Mogi - Mirim - MM
e Sdo Bento do Sapucai - SBS) e tempos de coleta (270, 300 e 330 DAF), que foram entdo
analisadas por eletroforese em gel de agarose (Figuras 25 e 26), respectivamente e
quantificado em espectrofotometro. Depois de confirmada a integridade do RNA total, as
amostras foram submetidas a sintese de cDNA por RT-PCR.

Po Se CI Ca Ra Fo H

Figura 25 - RNA total da variedade pigmentada ‘SM’ de laranja obtido pelo protocolo Tao et al.
(2004), com modificagdes (12 repeticdo biolégica). Amostras de tecidos/6rgdos: polpa
(Po), semente (Se), caule (ClI), casca (Ca), raiz (Ra), folha (Fo) e flor (FI)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

FERERRERRREY !'5

Figura 26 - RNA total de polpa do fruto das variedades pigmentadas ‘SM’ ¢ ‘CC’ e da variedade
controle ‘P’ de laranja obtido pelo protocolo Tao et al. (2004), com modificagdes (12
repeticéo bioldgica). Amostras de polpa de fruto: P CCSM 270 DAF (1), CC CCSM 270
DAF (2), SM CCSM 270 DAF (3), SM SBS 270 DAF (4), SM MM 270 DAF (5), P
CCSM 300 DAF (6), CC CCSM 300 DAF (7), SM CCSM 300 DAF (8), SM SBS 300
DAF (9), SM MM 300 DAF (10), P CCSM 330 DAF (11), CC CCSM 330 DAF (12), SM
CCSM 330 DAF (13), SM SBS 330 DAF (14), SM MM 330 DAF (15)
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Para validar a eficiéncia da sintese de cDNA, as amostras do primeiro e segundo
ensaio foram utilizadas com DNA molde para as amplificagbes com o iniciador de referéncia
(housekeeping gene) EF. Os produtos da amplificacdo foram separados e visualizados por
eletroforese em gel de agarose (Figuras 27 e 28).

Em seguida, para confirmar a identidade dos produtos de amplificagdo (amplicom) dos
iniciadores dos genes da via de carotenoides foi realizada uma amplificagdo com os oito
iniciadores especificos empregando o cDNA da variedade pigmentada ‘SM’ como DNA
molde, visando a clonagem, transformacéo e o sequenciamento. Os produtos de amplificacdo
foram separados por eletroforese em gel de agarose, cada fragmento obtido foi excisado do

gel, clonado, transformado e sequenciado.

600 pb —>

100 pb —>

Figura 27 - Amplificacdo dos tecidos/6rgdos com o iniciador de referéncia EF. (M) marcador de peso
molecular 100 pb, (1) Po; (2) Se; (3) CI; (4) Ca; (5) Ra; (6) Fo; (7) Fl e (7) branco

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 131415 b

600 pb —

100 pb —>

Figura 28 - Amplificacdo dos tecidos/6rgdos com o iniciador de referéncia EF. (M) marcador de peso
molecular 100 pb, (1) P CCSM 270 DAF, (2) CC CCSM 270 DAF, (3) SM CCSM 270
DAF, (4) SM SBS 270 DAF, (5) SM MM 270 DAF, (6) P CCSM 300 DAF, (7) CC
CCSM 300 DAF, (8) SM CCSM 300 DAF, (9) SM SBS 300 DAF, (10) SM MM 300
DAF, (11) P CCSM 330 DAF, (12) CC CCSM 330 DAF, (13) SM CCSM 330 DAF, (14)
SM SBS 330 DAF e (15) SM MM 330 DAF
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Para avaliar a presenca de intron na sequéncia os iniciadores especificos (Tabela 1)
foram utilizados os cDNAs das variedades de polpa clara ‘P’ e vermelha ‘SM’ (segundo
experimento) e DNA gendmico da laranja ‘P’. Dos oito pares de iniciadores dos genes
(PSY, PDS, ZDS, CRTISO, LCYe, LCYB, HYB e ZEP) testados somente o LCYe ndo
amplificou. Os demais genes amplificaram as sequéncias de cDNAs e de DNA gendmico, foi
observado que nao houve diferenca de tamanho do amplicom (Figuras 29 e 30). J& os genes
ZDS e ZEP ambos amplificaram, mas o tamanho do amplicom na sequéncia gendmica foi
maior que nos cDNAs, isso indica a presenca de um intron na sequéncia (Figuras 29 e 30).

M 1 2 3 b 1 2 3 b 1 2 3 b 1 2 3 b

600 pb —>

100 pb —

Figura 29 - Amplificacdo dos genes alvos PSY, PDS, ZDS e LCYp a partir dos cDNAs de ‘P’ (1) e de
‘SM’ (2), DNA gen6mico de P (3) e controle negativo (b)

M 1 2 3 b 1 2 3 b 1 2 3 b

600 pb —

100 pb —>

Figura 30 - Amplificagdo dos genes alvos HYB, ZEP e CRTISO a partir dos cDNAs de polpa clara
‘P’ (1) e de polpa vermelha ‘SM’ (2), DNA genomico de ‘P’ (3) e controle negativo (b)

Apos as analises individuais das sequéncias no BLAST pelo Orange Gene Index, foi
observado que os sete produtos de amplificacdo referentes aos genes-alvo de citros tiveram a

sua identidade confirmada no banco de dados.
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5.5 Quantificagdo de transcritos reversos dos genes da via de carotenoides

55.1 Andlise de quantificacdo dos transcritos dos genes de carotendides nos
tecidos/érgaos

Os iniciadores especificos para os genes de Citrus foram utilizados na analise de
expressao génica por amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR). Foi
utilizado cDNA de polpa da variedade pigmentada ‘SM’, diluido serialmente a 102, 102 e 10"
3 para determinacéo da eficiéncia de amplificacdo, R? e curva de dissociacéo.

Todos os oito pares de iniciadores (PSY, PDS, ZDS, CRTISO, LCYe, LCYB, HYB e
ZEP) foram considerados como funcionais na validacdo. A eficiéncia de amplificacdo (E) foi
de aproximadamente 2, variando de 1,96 (gene LCYB) a 2,09 (PSY), com coeficiente R? maior
que 0,99. Os valores médios de Ct gerados nas corridas foram de 19,4 a 28,7. O uso de
iniciadores derivados da sequéncia de ESTs/clusters a eles associados para confirmar a
variacdo de expressao de transcritos tem sido empregado em experimentos de RT-PCR semi-
guantitativo (ASAMIZU et al., 2005), northern blot (FREGENE et al., 2004) ou RT-gPCR
(PAPINI-TERZI et al., 2005).

Para se calcular o valor de expressdo dos genes foram necessarios os valores de
eficiéncia da reacdo e o CT das amostras na amplificacdo (BUSTIN et al., 2005; FREEMAN;
WALKER; VRANA, 1999). O Ct ndo indica diretamente a mensuracdo da sua transcricao,
pois esta depende também da eficiéncia da amplificacdo obtida para este gene (ou cDNA)
com os iniciadores especificos (PFAFFL, 2001). Este método de anélise foi considerado
relativo, uma vez que a transcricdo do gene de interesse ndo sera expressa em ndmero
absoluto de transcritos da amostra, porém sera expresso em termos da quantidade relativa de
transcritos em relacdo a outro gene expresso e constante, denominado gene de referéncia. A
quantificacdo consiste em obter a razdo de expressao entre um gene-alvo (de interesse) numa
amostra de cDNA, em relacdo a outro denominado gene de referéncia para a mesma amostra
de cDNA (PFAFFL, 2001). De acordo com Pfaffl (2001), o método relativo de quantificacéo
foi adequado para a investigacdo de mudancas fisiologicas em termos de expressao génica.
As tendéncias e processos biologicos podem ser mais bem explicados por este método, porém
os resultados obtidos dependem do gene de referéncia escolhido e dos procedimentos de

normalizag&o utilizados.
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Os genes de referéncia mais utilizados experimentalmente geralmente sé&o
responsaveis por fungbes universais de importancia para a manutencdo do funcionamento
celular, cuja expressdo ja foi tida como constante através dos estadios de desenvolvimento,
tipos celulares/tecidos e condicdes fisioldgicas. E importante que o gene de referéncia
selecionado para ser o referencial da quantificagédo relativa mantenha uma expresséo constante
nas condigdes experimentais. Bas et al. (2004) demonstraram que a escolha equivocada do
gene de referéncia pode resultar na alteracdo da validacdo bioldgica de genes de interesse.
Dentre os genes-candidato para uso como referéncia neste experimento (Tabela 2), os genes
IF3, IF5A e Rpl35 se destacaram nas analises realizadas nos programas Genorm e
NormFinder, por apresentarem a menor variacdo quantitativa de expressao nas amostras de
tecidos/6rgdos de citros analisados (dados nédo apresentados).

O nivel de transcritos dos genes da via de carotenoides nos diversos tecidos/érgéos foi
estimado de forma relativa aos genes de referéncias IF3, IF5A e Rpl35, analisados por
RT-qPCR, e como referéncia da andlise foi utilizado arbitrariamente o0 cDNA da polpa do
fruto de ‘SM’, o tecido-alvo para o experimento seguinte. Segundo Pfaffl (2001) o modelo de
quantificacdo relativa inclui além do gene de referéncia, uma amostra de referéncia (CDNA
controle) para a determinacéo do valor de expressédo do gene alvo.

A andlise de RT-gqPCR dos genes da via de carotendides teve a finalidade de medir o
nivel de transcritos dos genes nos diferentes tecidos/6rgaos da variedade pigmentada ‘SM’
(Se, Cl, Ca, Ra, Fo, FI) em relacdo ao tecido/6rgao polpa (Po). A analise foi para identificar a
especificidade o(s) gene(s) em um tecido/6rgao ou grupo de tecidos. Os valores de expressao
acima de 1 indicaram o aumento no numero de transcritos dos genes nos diferentes
tecidos/6rgdos e os valores abaixo de 1 indicaram maior quantidade de transcritos no tecido
controle polpa (Po).

Em relacdo aos genes da via, os tecidos/érgdos (Po, Se, Cl, Ca, Ra, Fo, FI) que
apresentaram maior numero de transcritos dos genes quando comparados a polpa foram folha,
seguido da flor, caule, semente, casca e raiz (Figura 28). Em laranja doce, o perfil de
expressdo dos ESTs identificados in silico nos tecidos/6rgaos foi maior na polpa do fruto,
seguindo pela folha, depois a flor, casca e por fim, na semente (CHEN et al., 2010).

Na casca e no fruto fresco da laranja Cara-Cara, acimulo dos transcritos dos genes de
biossintese de carotendides foi maior durante o desenvolvimento e maturagdo dos frutos,
quando comparados a laranja controle Washington Navel. A acumulagéo dos transcritos dos
genes ZDS e LCY foi ligeiramente maior na casca de Cara-Cara em relacdo a controle, mas

ndo havia diferencas na acumulacéo de transcritos destes genes nos demais tecidos, de ambas
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as variedades. Analise de quantidade de transcritos do gene LCYB foi diferencialmente
observada entre a variedade pigmentada Cara-Cara e a controle, com polpa clara
(ALQUEZAR; RODRIGO; ZACARIAS, 2008).

No presente estudo, o primeiro gene da via PSY apresentou maior nimero de
transcritos na folha, casca e caule; e menor nimero de transcritos na semente, raiz e flor em
relacdo ao tecido polpa dos frutos da variedade pigmentada ‘SM’ (Figura 31). A expressdo do
gene PSY aumentou na casca e na polpa durante o amadurecimento do fruto de laranja
Cara-Cara (IKOMA et al., 2001; KIM et al., 2001; TAO et al., 2007), 0 que corrobora 0s
dados obtidos no presente trabalho (Figura 28).

Em tomate, os transcritos dos genes PSYI e PSYII foram detectados em varios tecidos
avaliados (raiz, folha, sépala, pétala, antera, ovario e fruto), com excecdo da raiz, que nao
apresentou os transcritos de PSYI. A quantidade de transcritos de PSYI foi maior no fruto,
durante o amadurecimento, e os de PSYII, foram maiores em pétalas, em relacdo as folhas
(FRAY; GRIERSON, 1993; GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008). Concluiu-se, que
os transcritos de PSYI tém funcdo direta na coloracéo do fruto durante 0 amadurecimento, e 0s
de PSYII estdo mais envolvidos na fotossintese, na foto-oxidacdo e na formacdo de acido
abscisico (GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008).

Os resultados observados no presente trabalho sugerem que o comportamento do gene
PSY em Citrus parece estar mais relacionado aos transcritos de PSYIl do que os de PSYI,
porque o gene PSY acumulou maior nimero de transcritos na folha em relacdo aos demais
tecidos (Figura 31). Os genes PSYI e PSYIlI em tomate ndo apresentam diferencas na regiao
central da sequéncia (regido conservada). Para se distinguir as isoformas seria necessario
alinhar as sequéncias de Citrus na regido 5’ ou 3’-UTR do gene em tomate, mas ndo foi
possivel encontrar em laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) uma sequéncia que cobrisse
a regido UTR. Provavelmente os iniciadores foram desenhados em uma sequéncia de PSY
gue ndo é especifico de fruto, mas que tem uma expressdo em todos 0s tecidos.

O gene PDS teve um aumento no nivel de transcritos somente na folha e uma
diminuicdo na semente, flor, raiz, caule e casca, em relacdo a expressdo na polpa dos frutos.
O ZDS apresentou um elevado nimero de transcritos na folha e uma diminuicdo no nimero
dos transcritos no caule, flor, raiz, semente e folha. Enquanto que o gene CRTISO teve um
aumento no numero de transcritos na raiz e caule e nos demais tecidos, observou-se uma
diminuicdo em relacdo ao tecido controle, a polpa (Figura 31). O gene PDS teve sua
expressdo aumentada na polpa do fruto durante a maturacdo, mas depois do fruto
amadurecido manteve-se constante (KIM et al., 2001; KITA et al., 2001).
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O gene LCYe apresentou um maior numero de transcritos em todos os tecidos, em
relacdo aos transcritos da polpa. Ja o gene LCY teve um aumento no nimero de transcritos
em todos os tecidos, com excecdo de flor (Figura 31). Ambos os transcritos de LCY foram
detectados nas folhas de laranja doce (RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004).

Em laranja amarela e em pomelos pigmentados foram identificados dois genes LCYJ,
0 LCYB-1 e 0 LCYB-2 (ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO, 2008). Os transcritos do gene
LCYB-1 foram detectados nas folhas, raizes, pétalas e polpa dos frutos, enquanto que os do
gene LCYB-2 foram dificilmente detectaveis nos tecidos verdes. Durante a maturacdo dos
frutos, a expressdo de LCYB-2 foi altamente induzida, em ambos os tecidos: casca e polpa, em
contraste com o LCYPB-1, cuja expressdo foi constante durante o processo (ALQUEZAR;
ZACARIAS; RODRIGO, 2008).

Além disto, os autores afirmam ter identificado dois alelos do gene LCYB-2, sendo que
um deles é ndo funcional. Curiosamente, a laranja Washington Navel (polpa clara) expressa
preferencialmente o alelo funcional enquanto que o pomelo pigmentado Star Ruby,
predominantemente expressa o alelo LCY2B ndo funcional, durante a maturagdo dos frutos.
Assim, conclui-se que a presenca de diversos alelos do gene LCY2, que codificam para
enzimas com atividades alteradas, pode se constituir num mecanismo regulatorio adicional da
sintese de carotendides e pode resultar no aciimulo de licopeno (ALQUEZAR; ZACARIAS;
RODRIGO, 2008).

O gene HYp foi mais expresso em todos os tecidos/6rgdos que em polpa (Figura 28).
O mesmo gene também foi descrito em tomate, resultando no acimulo dos transcritos em
pétalas e folhas (GIORIO; STIGLIANI; D’AMBROSIO, 2008). O gene ZEP apresentou um
aumento no nivel de transcritos nos tecidos de folha, flor, semente e caule; bem como uma
diminuigdo no numero de transcritos na casca e na raiz (Figura 28).

Em geral, os genes PDS, ZDS, LCYB-1, e LCYe mostraram um perfil de expressdo
semelhante em tecidos dos frutos (polpa e casca) da laranja Washington Navel e o pomelo
Star Ruby (pigmentado), enquanto que diferencas foram detectadas nos genes PSY, LCY[-2,
HYB e ZEP.

Na polpa, os transcritos dos genes PSY e ZEP mostraram diferencas menores entre as
duas variedades, mas com acumulo sempre maior no pomelo Star Ruby. Ja para os genes
LCYB-2 e HYP as diferencas observadas entre as duas variedades foram muito mais nitidas
(ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO, 2008).



95

Em resumo, na polpa da laranja vermelha ‘SM’ os genes PSY, PDS, ZDS, CRTISO e
LCYPB foram os que apresentaram maior nimero de transcritos, enquanto que os LCYe, HY[ e
ZEP tiveram menor acimulo. Estes genes que apresentaram maior nimero de transcritos estao

relacionados a sintese dos pigmentos carotenos (principalmente licopeno e 3-caroteno)
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Figura 31 - Expresséo relativa dos genes da via de biossintese de carotendides nos diferentes tecidos/6rgdos em relacéo ao tecido polpa da variedade ‘SM’
calculada empregando o programa REST2009. Valores médios e o desvio padrao (barra). Eixo X: tecidos/orgdos da variedade pigmentada ‘SM’.
Eixo Y: expressdo relativa, indicando o nimero de vezes que o gene é expresso nos diferentes tecidos/érgdos em relacdo ao tecido Polpa. As
setas indicam a sequéncias dos genes na via de carotendides.
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5.5.2 Andlise de quantificacdo dos transcritos dos genes de carotenoides na polpa dos
frutos

Foi investigada a expressdo diferencial dos genes da via de carotenoides por RT-gPCR
nas variedades ‘P’, ‘CC’ e ‘SM’, com coletas em trés locais e em trés tempos (estadios de
maturacdo). Foram testados os oito pares de iniciadores dos genes de Citrus utilizando o
cDNA especifico para cada analise (efeito de variedade ou local em funcdo do estadio de
maturagdo), diluidos serialmente a 107, 102 e 10° para determinar a eficiéncia de
amplificacdo (E) e o coeficiente R? obtido na curva de diluicGes.

Todos os oito iniciadores testados foram considerados funcionais, com eficiéncia de
amplificacdo variando entre 1,85 (gene LCYe) a 2,04 (ZEP) e coeficiente R? maiores que 0,99.
Os valores médios de Ct foram de 17,14 a 26,47.

Os genes de referéncia ndo devem ser empregados nas mensuracdes quantitativas via
PCR em Tempo Real sem serem previamente testados para as condi¢Oes experimentais
especificas, e avaliados quanto ao objetivo (hipotese) da aplicacdo (HUGGETT et al., 2005).
Dentre os genes candidatos a referéncia (Tabela 2), os trés genes IF3, MDH e PHS se
destacaram nas analises realizadas nos programas Genorm e NormFinder, por apresentarem
menor variagdo quantitativa na expressdo nas amostras de polpa de laranja, portanto foram

considerados como genes-referéncia para 0 experimento seguinte.

5.5.2.1 Perfil dos transcritos dos genes da via entre as variedades (polpa clara e polpa

vermelha)

As andlises de expressdao na polpa de frutos de diferentes variedades (‘P’, ‘CC’ e
‘SM’), com coletas no mesmo local Cordeiropolis (CCSM) e diferentes estadios de maturagao
(270, 300 e 330 DAF) tiveram como finalidade quantificar o nivel de transcritos dos genes da
via de carotendides nas variedades de polpa vermelha (‘CC’ e ‘SM’) em relagdo aos de laranja
de polpa clara ‘P’, para identificar um padrao diferenciado do perfil de expressdao de genes
dessa via.

No processo de desenvolvimento e amadurecimento do fruto, ocorre a formagéo de

carotendides, em consequéncia da evolucdo dos cloroplastos a cromoplastos (organelas
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associadas ao acumulo de -carotendides) (FRASER; SCHUCH; BRAMLEY, 2000;
RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004). Durante o amadurecimento do fruto, a
expressao de alguns genes (principais responsaveis pela sintese de carotenos) da biossintese
de carotendides é aumentada, o que indica que a regulacdo transcricional é um importante
aspecto no controle de formag&o dos metabdlitos nos tecidos (ROMER et al., 1993).

Fazendo uma anélise mais detalhada da via de biossintese de carotendides, foi
observado que os genes PSY e PDS na variedade pigmentada ‘CC’ ndo tiveram altera¢dao no
numero de transcritos em relagdo ao seu controle ‘P’ em todos os tempos de coleta. Ja 0s
mesmos genes na variedade ‘SM’ tiveram um aumento gradativo no numero de transcritos
durante as coletas (270, 300 e 330 DAF) em relacdo ao controle (laranja de polpa clara)
(Figura 32). Os maiores niveis de expressdo desses genes refletem o maior acimulo de
fitoflueno na laranja pigmentada ‘SM’ (Figura 18).

A super expressao do gene PSY e do PDS elevou o contetdo de carotendide, estes
genes exercem o maximo de controle no fluxo dos metabdlitos, por serem 0s precursores da
via, resultados obtidos em tomate (BUSCH; SEUTER; HAIR, 2002; FRASER et al., 1994;
FRASER et al., 1995; FRASER; SCHUCH; BRAMLEY, 2000; GIULIANO; BARTLEY;
SCOLNIK, 1993; PECKER et al., 1992) e pimenta (ROMER et al., 1993). Em laranja doce,
foi demonstrado que hd um aumento na expressao do gene PSY no inicio da coloracédo da fruta
aumentando assim a sintese de carotenos lineares e fluxo para dentro da via, confirmando
assim o papel do PSY na regulacdo global da producéo de carotendides (IKOMA et al., 2001,
KATO et al., 2004; KIM et al., 2001; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004; ZHANG
et al.,, 2012). No amadurecimento dos frutos de mel&o, os transcritos do gene PSY estavam
presentes em quantidades baixas nos frutos verdes, atingindo niveis mais elevados quando os
frutos comecaram a amadurecer, e depois 0s niveis se mantiveram baixo durante os estadios
posteriores da maturacdo (KARVOUNI et al., 1995).

Os genes precursores de licopeno e p-caroteno; ZDS, CRTISO e LCY tiveram um
discreto aumento no numero de transcritos na variedade de polpa vermelha ‘CC’, em relagao a
controle, em todos os tempos de coleta (Figura 32). A outra variedade de polpa vermelha,
‘SM” apresentou o nivel de expressao seis vezes maior que o controle (laranja de polpa clara)
no tempo 330 DAF, enquanto que os genes CRTISO e LCY[ tiveram um padrdo gradativo de
aumento de transcritos nos trés tempos avaliados (Figura 32). O acumulo diferenciado de
licopeno e B-caroteno entre as duas variedades de polpa vermelha podem estar relacionados

aos diferentes niveis de expressdo dos genes ZDS, CRTISO e LCYp (Figuras 18 e 32).
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O fluxo da via para o acumulo de luteina € dependente da expressdo do gene LCYe.
Os maiores niveis de luteina encontrados em laranja de polpa clara ‘P’ refletem a maior
expressao do gene LCYe quando comparada as variedades pigmentadas (Figuras 18 e 32).
Entre as laranjas vermelhas, a ‘CC’ ndo teve aumento no niimero de transcritos a 270 e nem
300 DAF, mas teve uma diminuicdo a 330 DAF. No caso da variedade ‘SM’ teve uma
discreta diminuicdo no nivel de transcritos ao longo do tempo de coleta (Figura 32). O
acumulo de licopeno em tomate se da pela diminui¢do na expressdo de dois genes da via o
LCYe e 0 LCYPB (RONEN et al., 1999). No entanto, no presente trabalho foram encontrados
apenas niveis reduzidos de transcritos do gene LCYe (Figura 32).

A menor quantidade de transcritos dos genes HY3 e ZEP nas variedades pigmentadas
‘CC’ e ‘SM’ levou ao menor acumulo nos niveis de zeaxantina e violaxantina quando
comparada a laranja de polpa clara ‘P’ (Figuras 32 e 18).

Em laranja doce, foi demonstrado que durante o desenvolvimento dos frutos, a
expressao diferencial dos genes ao nivel transcricional explica as diferencas no acimulo dos
carotenoides (KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004). Kato et al.
(2004) estudaram a expressdo dos genes da via de biossintese utilizando varios genotipos
pertencentes a diferentes espécies. Estes autores demonstraram que o mecanismo que leva a
diversidade na composi¢do de xantofilas entre tangerina Satsuma e laranja Valéncia é devido
a especificidade do substrato de HYp e ao desequilibrio de expressdo dos genes acima da via
(PSY, PDS, ZDS, e LCYP) e dos genes abaixo (HYP e ZEP). A regulacdo da expressdao do
gene ao nivel transcricional parece ser o principal mecanismo para controlar o acumulo de
carotendides durante a maturacdo e as diferencas no acumulo de carotendides entre variedades
(KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004).
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Figura 32 - Expressdo relativa dos genes nas variedades ‘CC’ ¢ ‘SM’ de Citrus em relagdo a ‘P’. Eixo
X: tempo de coleta (270, 300 e 330 DAF), com valores médios e o desvio padrao (barra).
Médias seguidas de letras distintas no mesmo tempo de coleta diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Eixo Y: expressdo relativa, indicando o nimero de

vezes que foi expresso na variedade ao longo do tempo. As setas indicam a sequéncias

dos genes na via de carotendides.




101

Em complementacdo aos resultados obtidos com a quantificagdo de transcritos de
genes da via de biossintese dos carotendides foi realizada uma Analise de Componentes
Principais (ACP), com a finalidade de identificar um padrdo de expressdo de genes ou de um
grupo de genes especificos e associa-lo a alguma variedade e/ou ao tempo de coleta.

Os resultados demonstraram que dois componentes principais explicaram 72,0 % da
variabilidade total dos dados (Figura 33). Alem disto, pode-se observar que houve a separa¢do
das variedades em grupos distintos, sendo as variedades pigmentadas (‘CC’ e ‘SM’) foram
reunidas num grupo, e a variedade ‘P’, em outro grupo. Na analise de componentes principais
(ACP), os genes (PSY, PDS, ZDS e CRTISO) precursores dos carotenos identificados
(fitoflueno, licopeno e B-caroteno) se agruparam mais proximos das variedades ‘CC’ e ‘SM’.
Para a variedade controle ‘P’, houve uma tendéncia de associagdo aos demais genes (LCVYe,
LCYB, HYB e ZEP), precursores das xantofilas (luteina, violaxantina e zeaxantina) (Figura
33).
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Figura 33 - Analise de Componentes Principais (ACP) dos genes da via entre as variedades
pigmentadas ‘SM’ e ‘CC’ e controle polpa clara ‘P’ no mesmo local de coleta
Cordeiropolis CCSM, nos diferentes tempos de coleta 270, 300 e 330 DAF.
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Em resumo, a variedade pigmentada ‘SM’ apresentou um aumento significativo no
numero de transcritos dos genes PSY, PDS, ZDS, CRTISO e LCY, levando assim ao maior
acumulo dos pigmentos de carotendides do grupo dos carotenos (principalmente licopeno e 3-
caroteno) em relacdo a variedade de polpa clara ‘P’. Na variedade ‘CC’ foi observado apenas
alto niveis de expressdo dos genes ZDS, CRTISO e LCYp, levando ao acumulo diferenciado
apenas dos metabolitos licopeno e B-caroteno. A variedade de polpa clara ‘P’ acumulou mais
xantofilas (zeaxantina e violaxantina), em funcdo do maior nimero de transcritos dos genes
HYB e ZEP. A expressdo diferenciada dos genes da via de biossintese de carotendides
durante a fase de amadurecimento do fruto, possivelmente induz a um perfil diferenciado de
carotendides acumulados na polpa, o que resulta no fenotipo também diferenciado da polpa

dos frutos.

5.5.2.2 Perfil dos transcritos dos genes da via de carotendides na variedade de polpa

vermelha entre os diferentes locais

Esta analise de expressdao na polpa da mesma variedade (‘SM’), nos diferentes locais
(Cordeirdpolis - CCSM, Sdo Bento do Sapucai - SBS e Mogi-Mirim - MM) e no mesmo
estddio de maturacdo (270, 300 e 330 DAF) teve a finalidade de quantificar o nivel de
transcritos dos genes da via de carotendides nos locais distintos (SBS e MM) em relagdo ao
local CCSM.

No periodo de maturacdo dos frutos de laranja, a quantidade de transcritos dos genes
da via de carotendides € influenciada pelas mudancas climéaticas, especialmente de
temperatura e de luz, bem como origem geogréafica, maturidade dos frutos (DHUIQUE-
MAYER et al., 2009; FANCIULLINO et al., 2006; FANCIULLINO et al., 2008; KATO et
al., 2004; MATSUMOTO et al., 2007).

Quando cultivada em Séo Bento do Sapucai (SBS), local de clima frio, a variedade de
polpa vermelha ‘SM’ apresentou maiores niveis de expressao dos gene PSY e PDS apenas em
330 DAF. Em Mogi Mirim (MM), regido de clima guente, houve um aumento de 3,5 vezes
no namero de transcritos de PSY e 4,0 vezes, nos do gene PDS (Figura 34). No entanto, essas

diferencas nos niveis de expressdo ndo influenciaram no acumulo do fitoflueno (Figura 21).
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Em tomate, as condi¢des ambientais influenciam a primeira etapa da biossintese de
carotendides catalisada pela PSY (GAUTIER et al., 2008).

O aumento dos transcritos dos genes PSY e ZDS resulta em aumento do fluxo dos
pigmentos precursores da via dos carotenoides que sdo os carotenos lineares (KATO et al.,
2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004).

O aumento nos niveis de transcritos dos genes ZDS e CRTISO nos tempos de coleta de
300 e 330 DAF foram independentes do local, porém em clima quente (MM) a expresséo foi
de 4 e 3 vezes maior em relacdo ao clima frio (SBS), respectivamente (Figura 34). Esses
resultados complementaram a maior quantidade de licopeno encontrada na variedade de polpa
vermelha ‘SM’, quando cultivada em MM (clima quente) (Figura 21).

Frutos colhidos e mantidos a temperatura elevada por mais de duas semanas, tiveram
um aumento consideravel dos carotendides totais (principalmente de licopeno). A expressao
dos genes da via de biossintese também foi avaliada e observou-se uma expressdo diferencial
do gene ZDS na variedade pigmentada Bahia Cara-Cara (XU et al., 2006a).

O acumulo de luteina e B-caroteno observado em local de clima quente (MM) para a
variedade pigmentada ‘SM’ pode ter resultado dos maiores niveis de expressdo dos genes
LCYe e LCYP (Figuras 21 e 34).

A progressiva diminui¢do na expressdo do gene LCYe e por um aumento concomitante
na expressdo do gene HYPB, que atua no direcionamento do fluxo de carotendide para a
acumulacdo de pigmentos coloridos durante o amadurecimento (KATO et al., 2004;
RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS, 2004).

Para os genes HY[3 e ZEP as principais diferencas no acumulo de transcritos ocorreram
aos 330 DAF (Figura 34), sendo que o nivel de transcritos desses genes foram maiores em
locais de clima frio (SBS), levando assim ao maior acimulo das xantofilas (zeaxantina e
violaxantina). Por sua vez, 0s baixos niveis de expressao desses genes em clima quente (MM)
levaram ao maior acumulo do caroteno licopeno (Figuras 34 e 21).

Durante o amadurecimento do fruto, a degradacdo dos pigmentos de clorofila em
locais de temperatura mais elevada leva a formacdo de carotendides totais na polpa das
variedades de laranja doce este processo € decorrente da maior expressdao dos genes
precursores da via de biossintese (KATO et al., 2004; RODRIGO; MARCOS; ZACARIAS,
2004).
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Concluindo, o cultivo de plantas em locais com diferentes climas (principalmente
temperatura) € um fator que influencia diretamente a quantidade dos transcritos dos principais
genes da via de carotenodides. Na variedade de polpa vermelha ‘SM’, o gene HY[3 apresentou
perfil transcricional diferenciado dos demais genes da via (PSY, PDS, ZDS, CRTISO, LCYs e
LCYB) em funcao do local de cultivo, aumentando a sua expressdo em clima frio (SBS) e
diminuindo a mesma, quando cultivada em clima quente (MM). Em clima frio (SBS), a
variedade de polpa vermelha apresentou o perfil semelhante ao de uma laranja de polpa clara
(da qual foi originada), acumulando os carotendides do grupo das xantofilas, mas com a
presenca de licopeno. Enquanto que em clima quente MM, a variedade apresentou o perfil
mais caracteristico das laranjas pigmentadas, acumulando mais carotenos. O acumulo de
pigmentos especificos, em locais distintos (clima quente e frio) serviu para caracterizar o

perfil dos carotenoides na laranja pigmentada ‘SM’.
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pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Eixo Y: expressdo relativa, indicando o

nimero de vezes que foi expresso nos diferentes locais ao longo do tempo. As setas
indicam a sequéncias dos genes na via de carotenoides.
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5.6 Ildentificacdo de mutagdes pontuais em regides das sequéncias de genes que
codificam as proteinas da via de carotendides

Foram realizadas as clonagens das sequéncias de ESTs referente os genes que
codificam as proteinas da via dos carotendides, com a finalidade de identificar mutacfes
pontuais (SNP) nas sequéncias de nucleotideos entre as variedades. Estes SNPs poderiam
ajudar a entender as diferencas observadas nas variedades (polpa clara e de polpa vermelha),
em relacdo ao acumulo de carotendides na polpa e no suco dos frutos.

Na reagdo de PCR foi utilizado cDNA das variedades de polpa clara ‘P’ e de polpa
vermelha ‘SM’, como DNA molde amplificados com os iniciadores especificos (Tabela 3). A
amplificacdo de cada gene seguiu a termociclagem recomendada e exigida de cada par de
iniciador (Apéndice A). Dos oito pares de genes amplificados, clonados, transformados e
sequenciados nas duas variedades (‘P’ e ‘V’), somente sete deles (PSY, PDS, ZDS, CRTISO,
LCYPB, HYP e ZEP) foram confirmados. O gene LCYe néo foi clonado corretamente no vetor,
sendo confirmado pelo sequenciamento.

O resultado do sequenciamento do gene PSY nas duas variedades foi analisado, as
sequéncias foram traduzidas e alinhadas entre si. A partir dai foram observadas diferencas
nas sequéncias de base, alterando a sequéncia dos aminoécidos quando traduzida. A primeira
diferenca na sequéncia de aminoacido foi na posicao 181 da variedade ‘P’, onde foi observado
0 aminoacido Serina (Ser ou S). Este faz parte do grupo polar neutro, tem cadeias laterais
polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro. Nesta mesma posi¢do de ‘P’
equivalente a posi¢ao 82 da variedade ‘SM’, outro aminoacido foi encontrado, a Fenilalanina
(Phe ou P) do grupo de aminoacido com cadeia lateral apolar (Figura 35).

Segunda diferenca foi observada uma substituicdo do aminoacido Alanina (Ala ou A)
na posi¢ao 236 da sequéncia de polpa clara ‘P’ e para a Glicina (Gly ou G) na posi¢do 137 da
‘SM’, mas ambos os residuos sdo do grupo com cadeias laterais apolares. Esta substitui¢do do
aminoacido provavelmente ndo tenha sofrido alteracdo na atividade da enzima, porque as
bases mutadas codificam os aminoacidos similares, ambas consideradas apolares (Figura 35).

Terceira substituicdo observada foi do aminoécido Arginina (Arg ou R) na posigdo
320 da sequéncia de ‘P’ e para a Glutamina (Gln ou Q) na posi¢ao 220 da variedade de polpa
vermelha ‘SM’. O residuo de aminoacido R ¢ um aminoacido polar basico, com cadeias
laterais basicas carregada positivamente em pH neutro ou perto dele. J& o aminoacido Q é um
polar neutro, cadeias laterais polares eletricamente neutras em pH neutro (Figura 35).
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A (ltima substituicdo foi observada a mutacdo na posicdo 358 da sequéncia da
variedade de polpa clara ‘P’ foi observada o aminoacido Isoleucina (Iso ou I). Residuo de
aminoéacido que faz parte do grupo apolar com cadeias laterais apolares. Na mesma posicao
de ‘P’ equivalente a posi¢ao 259 da variedade de polpa vermelha ‘SM’, outro aminoacido foi
observado, a Asparagina (Asn ou N). Aminoacido que faz parte do grupo polar neutro, tem
cadeias laterais polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro (Figura 35).

A variagdo na composicdo dos carotenodides nas variedades cultivadas pode estar
relacionada a questdo de evolucdo ou de mutacédo alélica ou génica (FANCIULLINO et al.,
2006).

Em mandioca, foi identificado um polimorfismo em um dos dois genes PSY, que tem a
capacidade de aumentar o fluxo de carbono conduzindo, assim, ao acumulo de carotenoides
precursores de provitamina A nas raizes tuberosas (WELSCH et al., 2010). Um polimorfismo
de DNA gerou a troca de aminoacido de uma regido altamente conservada do gene PSY2,
ocorrendo um aumento da atividade catalitica (ganho de funcdo) de PSY2. Este alelo mutado
de PSY2 caracterizado fornece meios para melhorar o teor de provitamina A nas raizes de
mandioca (WELSCH et al., 2010).

O gene PSY da laranja Bahia Cara-Cara foi transferido para Kumquat Hong Kong, e
resultaram em frutos com 2,5 vezes mais do carotendide fitoeno, assim como niveis mais
elevados de licopeno, B-caroteno e B-criptoxantina, resultando numa mudanca significativa na
cor da polpa e da casca dos frutos, de amarelo para laranja (ZHANG el al., 2009). Porém os
autores nao descrevem se a maior atividade da proteina era devida a alteracdo na sequéncia do
gene PSY da laranja Cara-Cara. Os exemplos observados em mandioca e Kumquat Hong
Kong demonstram que alteragdes pontuais no gene PSY podem resultar em ganho de funcéo,

acumulando mais carotendides nos tecidos.
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P _PSY 101 MVASTAGEVAMSSEEMVYNVVLKQAATLVNKQPSGVTRDLDVNPDIALPGTLSLLSEAYDR 160
MVASTAGEVAMSSEEMVYNVVLEQAATVNEKQPSGVTRDLDVNPDIALPGTLSLLSEAYDR
SM_PSY 1 MVASTAGEVAMS SEEMVYNVVLKQAALVNKQPSGVTRDLDVNPDIALPGTLSLLSEAYDR 60
P PSY 16l CGEVCAEYAKTEYLGTLLMYSERRRAIWAIYVWCRRTDELVDGPNASHITPTALDRWESR 220
CGEVCAEYAKTFYLGTLLMT ERRRAIWAIYVWCRRTDELVDGPNASHITPTALDRWESR
SM_PSY 61 CGEVCAEYAKTFYLGTLLMYPERRRATWATYVWCRRTDELVDGPNASHITPTALDRWESR 120
P PSY 221 LEDLFRGRPFDMLD‘MISDTVTKFPVDIQPFRDMIEGMRMDLRKSRYKNFDELYLYCYYV 280
LEDLFRGRPFDMLDA [LSDTVTKFPVDIQPFRDMIEGMRMDLRESRYKNFDELYLYCYYV
SM_PSY 121 LEDLFRGRPFDMLDAGLSDTVTKEPVDIQPFRDMIEGMRMDLRKSRYKNEDELYLYCYYV 180
P _PSY 281 AGTVGLMSVPVMGIAPDSQATTESVYNAALALGIANQLTNILRDVGEDARRGRVYLPQDE 340
AGTVGLMSVPVMGIAPDSQATTESVYNAATATLGIANQLTNILRDVGEDA+RGRVYLPQDE
SM_PSY 181 AGTVGLMSVPVMGIAPDSQATTESVYNAALALGIANQLTNILRDVGEDAQRGRVYLPODE 240
P _PSY 341 LAQAGLSDDDIFAGEVYIKWRNEMENQIKRARMFFDMAENGVTELSEASRWPVWASLLLY 400
LAQAGLSDDDIFAGEVT RNFMENQ IKRARMFFDMAENGVTELSEASRWPVWASLLLY
SM_PSY 241 LAQAGLSDDDIFAGEVINKWRNEMEKNQIKRARMFFDMAENGVTELSEASRWPVWASLLLY 300
P PSY 401 RQILDEIEANDYNNETKRAYVSKAKKIAALPIAYAKSLLRPSRIYTSKAX 450
RQILDEIEANDYNNFTRKRAYVSKARKIAATPIAYAKSLLRPSRIYTSKAX
SM_PSY 301 RQILDEIEANDYNNEFTKRAYVSKAKKIAALPIAYAKSLLRPSRIYTSKAX 350

Figura 35 - Alinhamento do gene PSY entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermediaria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM’. Retangulos mostram as mutagdes que
foram ocorridas nos aminoacidos

No gene PSY, verificou-se a ocorréncia de mutagfes pontuais que resultaram na
substituicdo dos aminoédcidos: S pelo P, A pelo G, R pelo Q, e | pelo N, da sequéncia
gendmica de laranja de polpa clara ‘P’, para a de polpa vermelha ‘SM’, respectivamente
(Figura 35). Para confirmar se essas alteracGes nos aminoacidos na sequéncia de proteina da
variedade de polpa vermelha ‘SM’ levaram a um ganho de fun¢do enzimatica, apresentando
maior desempenho da atividade da mesma seriam necessarios estudos de expressao heteréloga
em levedura mutantes, e ainda, realizar experimentos de transformacdo génica com PSY. O
ganho de funcdo torna a enzima mais ativa podendo consecutivamente beneficiar o fluxo
inicial dos carotendides na via. Aumento da atividade da enzima aumenta a metabolizacao do
substrato no produto fitoeno, que se constitui num substrato disponivel em maior quantidade
para a metabolizacdo do proximo gene da via, o PDS.

AlteracGes significativas nas caracteristicas fenotipicas dos frutos de tomate séo
caracterizadas pela variagdo dos perfis de carotendides, onde uma série de mutagdes que

afetam o teor total e diversidade de carotenoides ja foi identificada. O mutante de tomate r é
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caracterizado por produzir frutos com polpa amarela, devido a uma mutacdo que levou a
perda de funcdo do gene PSYI e consecutivamente ndo acumula carotendides (FRAY;
GRIERSON, 1993).

Os genes PDS (Figura 36), LCYB (Figura 39), HYp (Figura 40) e ZEP (Figura 41) ndo
apresentaram nenhuma mutacdo pontual nas suas sequéncias comparando-se entre si as das
variedades de polpa clara ‘P’ e de polpa vermelha ‘SM’.

Em tomate, o mutante delta altera o fendtipo do fruto, com alteracdo da polpa
vermelha para laranja, devido ao acumulo de -caroteno, ao inves do licopeno (pigmento
principal). A mutacdo ocorrida no gene LCYe leva ao ganho de fungdo na atividade da
enzima, codificada pelo mesmo. Durante o desenvolvimento do fruto de tomateiro, este gene
LCYe tem o nivel de transcrito diminuido, mas no mutante delta, o nivel de transcritos é
bruscamente aumentado (RONEN et al., 1999).

Foram analisadas duas mutacdes no gene LCY[3 que afetam a pigmentacdo do fruto de
tomate durante o amadurecimento: a mutacdo caracterizada pelo aumento do carotendide j-
caroteno (ganho de funcéo da enzima codificada pelo gene) no fruto, ocorrida no mutante
Beta; e a mutacdo caracterizada pela diminuicdo do carotendide B-caroteno, ocorrida no
mutante old-gold (og) é uma mutacdo recessiva que abole o B-caroteno e aumenta licopeno.
Em tomate do tipo selvagem o nivel do gene LCY é baixo durante a fase de amadurecimento
do fruto, enquanto que no mutante Beta a sua transcri¢cdo é significativamente aumentada
(RONEN et al., 2000).

Em outras espécies de plantas, tem sido relatado que o polimorfismo em um gene LCY
pode explicar a variacdo natural na cor em diferentes tecidos. Assim, os polimorfismos no
gene LCYe estdo relacionados com o contetdo dos carotendides B-caroteno e B-criptoxantina
nas diferentes cultivares de milho (HARJES; ROCHEFORD; BAI, 2008).

O gene LCYP de melancia foi isolado e tem sido proposto como o gene determinante
para a coloracdo amarela e vermelha da polpa (BANG et al., 2007). A mutacdo de base que
altera 0 aminodcido, na melancia vermelha parece ser no gene LCY[ e que acaba reduzindo a
atividade da B-ciclase, resultando na acumulacdo do pigmento. J& a melancia amarela néo
apresenta esta mutacdo no gene LCYp, o que resulta no continuo funcionamento da via e leva

o fruto ao fenotipo amarelo (BANG et al., 2007).
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A conversdo de licopeno (carotendide vermelho) para o [-caroteno (pigmento
amarelo) é catalisado pela enzima LCYB. Nos frutos de mamao Papaia, dois diferentes genes
(LCYB1 e LCYP2) que codificam a LCYP foram clonados e caracterizados das cultivares Red
(Tainung) e a amarela (Hibrido 1B) de mamao. A mutacéo ocorrida no gene LCYB2, inativa a
sua atividade enzimatica controlando a producéo de licopeno na fruta. Este é o principal gene
responsavel pela diferenca na producéo de carotenoide variando de vermelho e amarelo na
polpa de frutos papaia. O nivel de expressdo de ambos os genes LCYB1l e LCYB2 €
semelhante e reduzido nas folhas, mas a expressdo do LCYB2 aumenta acentuadamente nos
frutos maduros. O isolamento do gene LCYB2 de mamao, que € preferencialmente expresso

nos frutos e esta correlacionada com a cor do fruto (DEVITT et al., 2010).
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Figura 36 - Alinhamento do gene PDS entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermediaria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM’



112

O sequenciamento do gene ZDS da variedade de polpa vermelha (SM) possibilitou a
identificacdo de duas mutacBes. Na posicdo 52 da sequéncia de proteina da variedade de
polpa clara ‘P’ foi observado o residuo de aminoacido Acido Glutimico (Glu ou E). O
aminoacido E que faz parte do grupo polar &cido que possuem grupos carboxila em suas
cadeias laterais. Na posi¢ao de ‘P’ equivalente ao residuo numero 18 da variedade ‘SM’,
outro aminoécido foi encontrado, a Glicina (Gly ou G) do grupo de aminoécido com cadeia
lateral apolar (Figura 37).

Outra mutacdo foi a substituicdo do aminoacido Tirosina (Tyr ou Y) na posicdo 514 da
sequéncia de ‘P’ e para Serina (Ser ou S) na posi¢cdo 481 da variedade ‘SM’. Ambos os
residuos de aminoacidos Y e S séo polares neutros, com grupo de aminoécido que tem cadeias
laterais polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro. Esta substituicdo do
aminoacido provavelmente ndo tenha sofrido alteracdo nenhuma na atividade da enzima,
porque sdo amino&cidos similares, ambos do grupo apolar (Figura 37).

Em suma, a mutagdo pontual ocorrida no gene ZDS, resultou na substituicdo do
aminoacido E pelo G, nas sequéncias de ‘P’ ¢ de ‘SM’, respectivamente. O resultado desta
substituicdo na sequéncia de proteina da variedade de polpa vermelha ‘SM’, ou seja, se
resultou ou ndo em ganho de funcdo para a enzima, isto precisa ainda ser investigado em
experimentos de re-complementacdo heter6loga em levedura ou transformacdo genética. Se
for o caso, o ganho de fungéo tornaria a enzima mais ativa podendo beneficiar o fluxo de
carotenoides na via. Esta enzima ZDS aumenta a metabolizacdo do substrato (C-caroteno) no
produto licopeno (cis-), assim aumenta a disponibilidade do produto licopeno para o

processamento do proximo gene que é o CRTISO, e assim sucessivamente.
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NAETYVEGLAMSEATDEEVVQADAYVAACDVPGIKRLLPSSWREMKFENNIYALVGVEVV
NAETYVKGLAMSKATDKKVVQADAYVAACDVPGIKRLLP SSWREMKEFFNNIYALVGVEVV
NAETYVEGLAMSKEATDEEVVQADAY VAACDVPGIERLLPSSWREMEFENNIYALVGVEVV
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Figura 37 - Alinhamento do gene ZDS entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermedidria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM’. Retangulos mostram as mutagdes que
foram ocorridas nos aminoécidos
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Para 0 gene CRTISO, uma mutacdo na sequéncia de nucleotideo que codifica a
proteina das variedades de polpa clara ‘P’ e de polpa vermelha ‘SM’ foi encontrada por
sequenciamento. No residuo de aminodcido 50 da sequéncia de ‘P’ foi observada a
Glutamina (GIn ou Q) que é um aminoacido polar neutro, com grupo de aminoacido com
cadeias laterais polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro. Na posi¢do de ‘P’
equivalente ao residuo 50 da variedade ‘SM’, outro aminoacido foi observado, a Histidina
(His ou H) possui cadeia lateral béasica, e em todos e eles cadeia lateral € carregada
positivamente em pH neutro ou perto dele. (Figura 38).

A mutacédo pontual ocorrida no gene CRTISO, resultou na substituicdo do aminoacido
Q pelo H das sequéncias de ‘P’ e de ‘SM’, respectivamente. A substitui¢do do aminoacido na
sequéncia de proteina da variedade ‘SM’ pode resultar na perda (parcial) da funcdo da
enzima, diminuindo a atividade da mesma. Considerando os altos niveis de licopeno
identificados nas analises de metabdlitos na variedade pigmentada ‘SM’ (Figura 18), a
mutacdo encontrada no gene CRTISO pode ser responsavel pelo fenétipo de coloragdo
vermelha do fruto. A perda de funcdo torna a enzima menos ativa ou inativa podendo
interromper totalmente ou parcialmente o fluxo da via de carotendides, gerando o acimulo
total ou parcial do metabdlito licopeno (-cis). O acumulo do licopeno (-cis) que ndo é ou é
pouco convertido a licopeno (-trans) pela CRTISO (devido ao mau funcionamento) nao
consegue seguir o fluxo normal da via. Assim, este substrato pode ser pouco ou nada
metabolizado pelo gene LCYPB, o que acaba gerando um maior acimulo deste metabdlito
(licopeno).

Fendtipo similar foi descrito no mutante tangerine de tomateiro assim chamado por
causa da cor do fruto, reflete uma perda de atividade da CRTISO. Neste mutante ocorre 0
maior acumulo do carotenoide pro-licopeno (cis-licopeno) ao inves de all-trans-licopeno
(pequena fragdo deste € acumulada), j& no tomateiro selvagem o all-trans-licopeno é
sintetizado normalmente, porque a atividade da enzima CRTISO é normal (ISAACSON
et al., 2002).

Correlacionando, os dados acima com os resultados obtidos no trabalho, podemos
supor que o gene CRTISO tem uma perda parcial de fungdo na sua atividade, e com isso
resultar no maior acimulo de prolicopeno nos frutos mesmo ocorrendo o prosseguimento da
via. Esta caracteristica genotipica pode resultar na producdo do fendtipo avermelhado do
fruto durante o amadurecimento, mas ensaios de expressdo heterdloga em leveduras e/ou de
transformac&o genética. Para se confirmar se o gene CRTISO da variedade pigmentada ‘SM’

ndo é funcional realmente, é necessario transformar a laranja ‘SM’ (polpa vermelha) com o
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gene CRTISO da laranja Péra (polpa amarela), que é funcional. Assim, se a hipétese estiver

correta, as plantas transformadas de ‘SM’ passam a ter um gene CRTISO funcional da

variedade Péra e, portanto, passam a produzir frutos de coloracdo amarela.

P CRTISO 1

SM CRTISO 1

P CRTISO 6l

SM _CRTISO 61

F CRTISO 121

SM _CRTISO 121

P CRTISO 181

SM CRTISO 181

MGVKAEVLPPDTDCHHEVLEDDWNRLEEPYGSIFLSIPTVLDSSLAPEQOHILHIEFTICS
MGVKAEVLPPDTDCHHFVLEDDWNRLEEPYGSIFLSIPTVLDSSLAPEGQ HILHIFTICS
MGVKAEVLPPDTDCHHEVLEDDWNRLEEPYGSIFLSIPTVLDSSLAPEQHHILHIEFTICS

IEDWEGLAQKDYDAKKELVADEIINRLENKLFPGLKQSIAFREIGSPKTHRRYLARDQGT
IEDWEGLAQKDYDAKRKELVADEI TNRLENKLFPGLKQSTAFRETIGSPKTHRRYLARDQGT
TEDWEGLAQKDYDAKKELVADEIINRLENKLFPGLKQSIAFRETIGSPKTHRRYLARDQGT

YGPMPRGTPKGLLGMPFNTTGINGLYCVGDSCFPGQGVIAVAFSGVMCAHRVAADIGLEK
YGPMPRGTPKGLLGMPFNT TGINGLYCVGDSCFPGQGVIAVAFSGVMCAHRVAADIGLEK
YGPMPRGTPKGLLGMPENTTGINGLYCVGDSCFPGQGVIAVAFSGVMCAHNRVAADIGLEK

KSPVLDAGLLRLLAWLRSMA 200
KSPVLDAGLLRLLAWLRSMA
KSPVLDAGLLRLLAWLRSMA 200

60

60

120
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180

180

Figura 38 - Alinhamento do gene CRTISO entre as sequéncias completas das proteinas das variedades
de polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermediaria em negrito refere-se

ao consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM’.

mutagdo do aminoécido na sequéncia

Retdngulo mostra a substituicdo
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B LCYR 1 MYDESEGLVVDLAVVGEGPAGLAVAQOVSEAGLSVCSIDESPELIWFNNYGVWVDEFEAM 60
MYDPSKEGLVVDLAVVGEEPAGLAVAQOVSEAGLSVCSIDPSPEL IWFNNY GVWVDEFERM

SM LCYp 79 MYDPSKGLVVDLAVVGGEGPAGLAVAQOVSEAGLSVCSIDPSPELIWPNNYGVWVDEFEAM 138

P LCYR 6l DLLDCLDTTWSGAVVHI DDNTEKDLNRPYGRVNRELLESKMLOKECITNGVEFHQAKVIKY 120
DLLDCLDTTWSGAVVH IDDNTFEDLNRPYGRVNRELLESFMLOKCI THGVEFHQARV IEV

SM LCYP 139% DLLDCLDTTWSGAVVHIDDNTEXDLNRFYGRVNEKLLESKMLOKCITNGVEFHQAKVIKY 198

P LCYR 121 IHEESKSLLICHDGVTIQAAVVLDATGFSRCLVQYDEPYNPGYQVAYGILAEVEEHPFDL 180
IHEESESLLICHNDGVT IQARVVLDATGE SRCLVOYDEPYNPGYQVAYGILAEVEEHPFDL

SM LCYP 199 IHEESKSLLICHNDGVTIQRAVVLDATGFSRCLVQYDEPYNEGYQVAYGILAEVEEHPFDL 258

P _LCYp 181 DEMVFMDWRDSHLNNNSELKEANSKIPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVARPGVPMEDIQE 240
DEMVEMDWRD SHLNNN SELKEANSKIPTELYAMPF SSNRIFLEETSLVARPGVEMED IQE

SM LCYP 259 DEMVFMDWRDSHLNNNSELKEANSKIPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVARPGVPMEDIQE 318

P _LCYR 241 PMVARLKHLGIKVKSIEEDEHCVIEMGGPLEVLPQRVVGIGGTAGMVHPSTGYMVARTLA 300
RMVARLFHLG IKVKSIEEDEHCVIPMGGPLFVLPQRVVGIGGTAGIVHPS TGYMVARTLA

SM LCYP 31% PRMVARLEHLGIKVESIEEDEHCVIEMGGPLEVLPQREVVGIGGTAGMVHPSTGYMVARTLA 378

P _LCYR 301 AAPIVANAIVESLSSDRSISGHEKLSAEVWEDLWPIERRREQREFFCFGMDILLELDLPATR 360
ARPIVANAIVRSLSSDRSISGHRKLSAEVWEDLWPIERRRQREFFCFGMDILLELDLPATR

SM LCYP 37% AAPIVANAIVRSLSSDRSISGHKLSAEVWEDLWPIERRRQREFFCFGMDILLELDLFATR 438

P LCYR 3€l PERFFDAFF 3&7
RFFDAFF
5M LCYp 43% RFFDAFF 445

Figura 39 - Alinhamento do gene LCY entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermediaria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM”’
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SM HYR 247

MSsFGITSMAVHMAVY YR FWHOMEGGEVFLAEME GTFALSVGAAVGME FEWARWAHKALWHA
MssFGI TEMAVMAV Y YREWHOMEGGEVE LAEME GTE AL SVGAAVGME FWARWAHFALWHA
MSSFGITSMAVMAVY YREWNOMEGGEVPLAEME GTFALSVGAAVGME FWARWAHKATWHA

SIWHMHESHHRPREGPFELMOVEAT INAVPAIALLSEFGFFHEGLY PGLCFGAGLGITVEG
SLWHMHESHHRFREGFFELNDVFAI INAVPAIALLSFGFFHKGLVPGLCFGAGLG ITVEG

SIWHMHESHHRPREGPFELMDVEAT INAVPAIATLSFGF FHEGLYV PGLCFGAGLGITVEG

MAYMEVHDGLVHKRF FVGPLADVEPY FREVAAAHQLHHSDEFHGVEYGLF LGFKELEEVGG
MAYMFVHDGLVHERFPVGP I ADVEPY FREVAARHOTLHHS DEKFHGVEPYGLFLGPEELEEVGG

MAYMEVHDGLVHERFFVGPLADVPY FRRVARAHOLHHSDEFHGVEPYGLFLGPRELEEVGG

LEELEKEISKRIKSYNRVFK 200
LEELERKEISKRIESYNRVEE
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Figura 40 - Alinhamento do gene HY entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermediaria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM”’
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P _ZEP 14 MVSSMEYNSVNLSTTVESRTHFPVEPVYEHSCIDFSRYDHCINYKFRTGTSGQSENPTOME 73
MVSSMEYNSVNLSTTVESRTHFPVPVYKHSCIDFSRYDHCINYKFRTGT SGQSKNPTQOMK

SM ZEP 1 MVSSMEYNSVNLSTTVESRTHFPVEPVYEHSCIDFSRYDHCINYKFRTGTSGQSENPTOME €0

P _ZEP 74 AAVAESPTNNSDSENEELRILVAGGGIGGLVFALAAKREGFEVLVFEEDMSAIRGEGQYR 133
AAVAESPTNNSDSENKKLRILVAGGGIGGLVFALAAKRKGFEVLVEFEKDMSAIRGEGQYR

SM ZEP el AAVAESPTNNSDSENEELRILVAGGGIGGLVFALAAKREGFEVLVFEEDMSAIRGEGQYR 120

P _ZEFP 134 GPIQIQSNALAALEAIDLDVAEEVMRAGCVTGDRINGLVDGISGSWYIKFDTETPAAEKG 123
GPIQIQSNALAALEAIDLDVAEEVMRAGCVIGDRINGLVDGI SGSWY IKFDTFTFAAEKG

SM ZEP 121 GPIQIQSNALAALEAIDLDVAEEVMRAGCVTGDRINGLVDGISGSWYIKFDTETPAAEKG 180

P _ZEF 124 LPVTRVISEMTLQQILAKAVGDEI ILNESNVIDFEDHGDEVSVVLENGQCYAGDLLVGAD 253
LPVIRVISEMTIQQILAKAVGDEIILNE SNVIDFKDHGDKVSVVLENGQCYAGDLLVGAD

SM ZEP 181 LPVTRVISEMTLQQILAKAVGDEIILNESNVIDFEDHGDEVSVVLENGQCYAGDLLVGAD 240

P _ZEF 254 GIWSKVRENLFGPQEAIFSGYTCYTGIADEVPADIESVGYRVFLGHEQYFVSSDVGAGEM 313
GIWSKVRKNLFGPQEAIFSGYTCYTGIADFVPADIESVGYRVEFLGHKQYFVS SDVGAGKM

SM ZEP 241 GIWSKVRENLFGPQEAIFSGYTCYTGIADEVPADIESVGYRVFELGHEQYFVSSDVGAGEM 300

P _ZEP 314 QWYAFNKEPAGGVDGPEGEKERLLEKIFEGWCDNVVDLILATDEEAILRRDIYDRTPIFTW 373
CWYAFNKEPAGGVDGPEGKKERLLKIFEGWCDNVVDLILATDEEAILREDIYDRTPIFTW

SM ZEP 301 QWYAFNKEPAGGVDGPEGEKERLLEKIFEGWCDNVVDLILATDEEAILRRDIYDRTPIFTW 3&0

P _ZEP 374 GRGRVTLLGDSVHAMQPNLGRGGCMAIEDGYQLAVELEKACKKSNESKTPIDIVSALKSY 433
GRGRVTLLGDSVHAMQPNLGRGGCMAIEDGYQLAVELEKACKKSNESKTIPIDIVSALKSY

SM ZEP 3¢l GRGRVTILLGDSVHAMQPNLGRGGCMAIEDGYQLAVELEFKACKKSNESKTPIDIVSALKSY 420

P _ZEF 434 FERARRIRVAVIHGLARSAAVMASTYKAYLGVGLGPLSFLT 473
ERARRLRVAVIHGLARSAAVMAS TYKAYLGVGLGPLSEFLT

SM ZEP 421 ERARRIRVAVIHGLARSAAVMASTYKAYLGVGLGPLSFKET 4&0

Figura 41 - Alinhamento do gene ZEP entre as sequéncias completas das proteinas das variedades de
polpa clara ‘P’ e polpa vermelha ‘SM’. Sequéncia intermedidria em negrito refere-se ao
consenso entre a sequéncia de ‘P’ e a de ‘SM’

Com base nos resultados apresentados, os genes PSY, ZDS e CRTISO foram
caracterizados por possuir mutaces em algumas bases, nas sequéncias da variedade
pigmentada ‘SM’, e estas puderam refletir alterando as sequéncias de aminoacidos das
proteinas, em relagdo sequéncia da variedade de polpa clara ‘P’. Estas mutacdes nos genes
foram caracterizadas como substituicdo de bases, e ndo adi¢do ou delecdo. Possivelmente, as
mutacdes de base nas sequéncias dos genes acima descritos poderiam ajudar a entender as
caracteristicas do fendtipo do fruto na variedade de polpa vermelha ‘SM” ¢ a capacidade da
mesma em acumular pigmentos de carotendides do grupo dos carotenos, principalmente o
pigmento licopeno que é especifico das variedades pigmentas.

Baseando-se nos resultados desses experimentos realizados durante este trabalho de

tese com a finalidade de caracterizar os mutantes de polpa vermelha ‘CC’ ¢ ‘SM’, em relagao
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a variedade de polpa clara ‘P’, as mutagdes aqui descritas precisam ser melhor caracterizadas
quanto a funcdo desses genes. Ainda, é necessario identificar se as diferengas observadas
entre as variedades de polpa vermelha podem estar diretamente relacionadas as mutacoes
identificadas para os genes PSY, ZDS e CRTISO. O gene CRTISO € um candidato chave,
responsdvel pelo maior acimulo do pigmento prolicopeno, levando as variedades

pigmentadas ao fenotipo avermelhado na polpa dos frutos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos foi possivel obter as seguintes conclusdes:

a) A variedade controle Péra (polpa clara) ndo apresenta o carotendide licopeno no suco dos

frutos;

b) Os frutos de laranja Sanguinea-de-Mombuca (‘SM’) tém a capacidade de acumular mais
carotenoides totais, além dos carotenos: fitoflueno, licopeno e -caroteno no suco, do que as
variedades Péra (‘P’ - controle) e a Bahia Cara-Cara (‘CC”), no estadio de 330 dias apos 0
florescimento (DAF);

¢) As amostras de frutos de laranja pigmentada ‘SM’ coletadas no pomar de Mogi-Mirim
(MM), regido de clima mais quente, induziram ao acimulo de maiores teores de carotenoides
totais, luteina, licopeno e B-caroteno na polpa, em relacdo as amostras colhidas no pomar de
Séo Bento de Sapucai (SBS), regido de clima mais frio, no estadio de 330 DAF. Estas Ultimas
apresentaram frutos com suco contendo maiores teores de zeaxantina e violaxantina, no

mesmo estadio de maturacao;

d) A variedade pigmentada ‘SM’ apresentou maior niimero de transcritos dos genes PSY,
PDS, ZDS, CRTISO LCYB e menor numero de transcritos dos genes LCYe, HYB e ZEP, na
polpa de frutos colhidos a 330 DAF, em comparagdo com os frutos de laranja ‘P’ e da outra
variedade polpa vermelha ‘CC’. O mesmo resultado foi obtido quando a laranja ‘SM’ foi

cultivada em local de clima quente MM;

e) O PSY, 0 ZDS e o CRTISO foram os unicos genes da via de biossintese de carotendides que
apresentaram mutagdes pontuais na sequencia de laranja ‘SM’ em relagdo as sequéncias de
laranja controle ‘P’.  Estas alteragdes podem resultar em alteragdo na sequéncia de
aminoacidos das proteinas traduzidas e podem ser os responsaveis pelo fenotipo do fruto com

polpa pigmentada.
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Apéndice A — Termociclagem dos iniciadores especificos dos genes da via de biossintese de
carotenodides, para amplificacdo das sequéncias inteiras dos genes que codificam as
proteinas. Ciclagem definida pelo programa
(http://www.mutationdiscovery.com/md/MD.com/home_page.jsp).

PSY complete PDS complete
95°C, 2 min. 95°C. 2 min.
95°C, 30 sec. 95°C. 30 sec.
53.1°C decrescendo 0.5°C 14X 57.2°C, 30 sec. 29X
a cada ciclo, 30 sec. 72°C. 170.0 sec.
72°C, 140.0 sec. 72°C, 5 min.
95°C., 30 sec. 19X 10°C

46.1°C, 30 sec.
72°C, 140.0 sec.

72°C. 5 min.
10°C
ZDS complete CRTISO complete
95°C, 2 min. 95°C, 2 min.
95°C, 30 sec. 95°C, 30 sec.
56.2°C, 30 sec. 29 X 60.5°C, 30 sec. 29 X
72°C, 180.0 sec. 72°C. 70.0 sec.
72°C, 5 min. 72°C, 5 min.
10°C 10°C

.............................................................................................................. Continua
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.......................................................................................................... Continuacao

LCYe complete LCYB complete

95°C, 2 min. 95°C, 2 min.
95°C, 30 sec. 95°C, 30 sec.
51.1°C, 30 sec. 29X 49.9°C, 30 sec. 290X
72°C, 140.0 sec. 72°C, 160.0 sec.
72°C, 5 min. 72°C, 5 min.

10°C 10°C

HYPB complete ZEP complete

95°C, 2 min. 95°C, 2 min.

95°C, 30 sec. 95°C, 30 sec.

58.4°C decrescendo 0.5°C 14 X 50.6°C. 30 sec. 29 X
a cada ciclo, 30 sec. 72°C. 200.0 sec.

72°C, 100.0 sec. 72°C, 5 min.

95°C, 30 sec. 19X 10°C

51.4°C, 30 sec.
72°C, 100.0 sec.
72°C, 5 min.
10°C



