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RESUMO

Analise comparativa e expressao dos genes da familia Dof em Citrus sinensis
(L.) Osbeck durante o desenvolvimento dos frutos

A familia de proteinas Dof (DNA binding with One Finger) compreende fatores de
transcricdo (FT) exclusivos de plantas, caracterizados pela presenca do dominio Dof
de ligacdo ao DNA Estes fatores de transcricdo estdao envolvidos em diversos
processos bioldgicos em plantas. Embora a analise e caracterizacdo genémica de
genes desta familia tenha sido realizada em muitas espécies, informacdes sobre
genes Dof em Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja doce) e o seu envolvimento no
desenvolvimento do fruto € limitado. Para a identificacdo completa dos genes CsDof
em C. sinensis, incluindo as estruturas dos genes (Exons - introns), localizacdes
cromossOmicas e filogenia, trés bancos de dados foram analisados. Como resultado
desta busca 24 genes desta familia de FTs distribuidos em 7 dos 9 cromossomos
desta espécie. A andlise filogenética e classificacdo dos fatores de transcricdo Dof
em C. sinensis foi realizada com a inclusdo dos seus ortélogos de Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana L.) e arroz (Oryza sativa L.), sendo possivel estabelecer quatro
grupos principais (A, B, C e D) e 9 subgrupos (A, B1, B2, C1, C2.1, C2.2,C3,D1l e
D2) de proteinas Dof. Foram selecionados 12 genes putativamente mais expressos
em frutos de acordo com dados publicos de RNA-seq para a analise da expresséao
génica por RT-PCR. Estes genes foram diferencialmente expressos durante as fases
iniciais do desenvolvimento do fruto, sendo possivel estabelecer trés grupos: genes
com alta expressao (acima de 8 X), expressédo intermediaria (acima de 3 X) e baixa
expressao relativa (abaixo de 3 X) em relacéo a atividade transcricional em folhas. O
gene CsDofl se destacou como 0 gene com a maior expressao, sendo que esta
manteve-se elevada em todos os estadios de desenvolvimento do fruto,
evidenciando que esta isoforma desempenha um importante papel na regulacdo do
desenvolvimento de frutos de C. sinensis. Considerados em conjunto, 0S NOSS0S
resultados fornecem novas informacdes sobre os genes CsDof na complexa rede
regulatéria envolvida no desenvolvimento dos frutos de laranja doce.

Palavras-chave: Desenvolvimento de frutos; Laranja-doce; Dof; Fator de transcrigao.



ABSTRACT

comparative analysis and expression of dof genes in Citrus sinensis (L.)
osbeck during fruit development

The DOF family proteins (DNA binding with One Finger) comprises unique plant
transcription factors (FTs) characterized by the presence of a DNA binding domain
Dof containing a similar structure to the "zinc-finger" domain. These transcription
factors are involved in different roles in various biological processes in plants.
Although the analysis and genomic characterization of this gene family was
performed in many plant species, information on Dof genes in sweet orange (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) and their involvement in the development of the fruits is still
limited. For the full identification of CsDof genes in C. sinensis, including the
structures of genes, chromosomal locations, introns and phylogeny, the examination
of three databases resulted in the identification of 24 genes of this FT family
distributed on 7 out of 9 chromosomes of this species. Phylogenetic analysis and
classification of Dof transcription factors in C. sinensis was compared with their
orthologs of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) and rice (Oryza sativa L.), which
allowed their classification in four major groups (A, B, C and D) and 9 subgroups (a,
B1, B2, C1, C2.1, C2.2, C3, D1, D2) of DOF proteins. For gene expression analysis,
the 12 Dof genes with higher abundance of transcripts in fruits based on public RNA-
seq data were selected for further analysis by semi-quantitative RT-PCR. This
analysis revealed the CsDof genes were differentially expressed at different stages of
development (up to 90 days after anthesis). It was also possible to establish three
groups regarding their transcriptional activity relative to that in leaf tissue: genes with
high (up to 8X), intermediate (up to 3X) and low relative expression (below 3 X). The
gene CsDofl showed higher expression in all of the fruit development stages,
indicating that this isoform plays an important role in regulating the development of
the fruits of C. sinensis. Taken together, our results provide new information about
the regulation of Dof genes in controlling the formation of fruits of this important fruit
species.

Keywords: fruit development; Sweet orange; Dof; transcription factor; transcription
regulation.
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1 INTRODUCAO

As frutas citricas (laranja-doce, tangerina, toranja, liméo, lima e hibridos
diversos) estao entre as mais cultivadas, e sdo consideradas importantes culturas do
mundo. Consumida como frutas frescas e como suco processado, principalmente o
suco de laranja doce, é uma fonte de alimento de alto valor nutricional. Além disso, o
suco de frutas citricas € uma fonte primordial de vitamina C, um importante
componente da alimentacdo humana. A citricultura representa 25% de toda a
producdo mundial de frutas e o Brasil ha décadas ocupa posicdo de destaque. A
citricultura brasileira produz anualmente cerca de 47 milhdes de toneladas,
destacando-se como o maior produtor de laranja e € responsavel por 85% das
exportacdes de suco concentrado congelado e ndo concentrado dessa fruta no
mundo.

O estado de Séao Paulo é o principal produtor nacional de laranja,
possuindo o maior pomar do mundo, com 630.600 mil hectares e cerca de 197,8
milhdes de pés. A producédo alcancou 393,0 milhdes de caixas de 40,8 quilos em
2015/16 julho/junho. Esses dados demonstram que o0 agronegdcio citricola tem
contribuido nos sucessivos superavits comerciais no Brasil, gerando divisas e ao
mesmo tempo empregos.

Como em outras espécies vegetais, o desenvolvimento das plantas
citricas envolve uma rede complexa de genes que sofrem alteracdo na sua
expressdo durante a inducdo e diferenciacdo de tecidos e 6rgdos e em diferentes
fases do desenvolvimento. Basicamente a expressao génica pode ser descrita como
0 conjunto de processos gque ocorrem para que um organismo, tecido ou célula
inicie, aumente, diminua ou cesse a producdo de produtos finais de seus genes,
proteinas e/ou RNAs. A analise do transcriptoma auxilia a melhor compreensao das
respostas das plantas a diferentes tipos de estresses e, através destes estudos,
numerosos genes de resposta a estas condicbes adversas ja foram descobertos. A
sobreposicdo de genes induzidos sob varias condicbes de estresses sugere que
existam intersecgdes entre as vias de sinalizagao.

No entanto, os mecanismos e estimulos que levam a producdo das
diferentes proteinas e RNAs, em diferentes células, sdo tdo importantes quanto a
propria sequéncia codificadora. Essas sequéncias sdo importantes porque nelas

encontramos sinais pelos quais é possivel regular a expressdo, uma vez que
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apresentam sequéncias especificas para interacdo de proteinas (por exemplo,
fatores de transcricdo) que regulam a transcricdo do DNA em RNA.

O desenvolvimento de frutos e o amadurecimento Sdo processos
bioldgicos complexos altamente controlados por redes reguladoras e envolve a
participacdo de varias familias de fatores de transcricdo, tais como WRKY, MADS,
NAC, MYB, MYC, bHLH, bZIP e HD-ZIP (YE et al., 2010). Dentre as vérias familias
de fatores de transcricdo (FTs), a familia Dof ("DNA binding with One Finger")
compreende FTs exclusivos de plantas, sendo caracterizados pela presenca de um
motivo de ligacdo ao DNA semelhante a "dedos-de-zinco". As proteinas Dof exercem
efeitos ativadores ou repressores da transcricdo, atuando sobre promotores de
genes associados aos mais diferentes mecanismos metabdlicos nos vegetais,
regulando a resposta a estresses, horménios, luz, sinalizacdo do fitocromo,
germinacao de sementes, entre outras.

Apesar de selecdo genética intensiva para melhores frutos em laranja-
doce (C. sinensis L. Osbeck), informacdes a respeito de como esses frutos se
desenvolvem e quais genes controlam este processo ainda s&o incipientes.
Enquanto que redes regulatorias envolvidas no crescimento inicial de estruturas
frutiferas foram amplamente estudadas em Arabidopsis, 0s estudos genéticos em
laranja-doce tém focado principalmente na elucidacdo da base molecular da
maturacdo dos frutos. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi identificar e
analisar as sequéncias dos genes da familia Dof em C. sinensis e caracterizar o
perfil de expressdo de alguns desses genes nos estadios iniciais de

desenvolvimento dos frutos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi identificar, caracterizar e analisar as

sequéncias correspondentes aos genes da familia Dof em C. sinensis (L.) Osbeck.

2.2 Objetivos especificos

Analisar as sequéncias codificadoras dos fatores de transcricdo Dof de
C. sinensis.

Localizar a posicao dos genes Dof nos cromossomos de C. sinensis.

Avaliar os perfis de expressao de genes Dof de C. sinensis em estadios

iniciais de desenvolvimento dos frutos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas dos citros

Importancia econdmica da citricultura

Os citros pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae e
tribo Citreae, sendo esta composta por trés subtribos. A subtribo Citrinae apresenta
13 géneros e 65 espécies, contendo as principais espécies de interesse comercial,
como as do género Poncirus, Fortunella e Citrus (SWINGLE; REECE, 1967,
DAVIES; ALBRIGO, 1994). S&o espécies nativas do sudeste da Asia, mais
especificamente das regides da india e do sul da China, regides com clima tropical e
subtropical caracteristico do sul e sudeste Asiatico (MOORE, 2001; NICOLOSI,
2007).

Estudos genéticos apontam apenas trés espécies como a base de
origem de todas as outras exploradas apesar de existirem atualmente muitas
espécies e variedades, comerciais: C. medica o grupo das cidras; C. grandis, o
grupo das toranjas; e Citrus reticulata Blanco, o grupo das tangerinas (ARAUJO;
ROQUE, 2005; DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005). Pio et al. (2005)
agrupa as frutas citricas de uso comercial em laranjeiras doce (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), tangerineiras (Citrus reticulata Blanco), limoeiros (Citrus limon (L.) Buen.
F.), limeiras acidas (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle) e Citrus latifolia (Yu.
Tanaka), pomeleiros (Citrus paradisi Macf.), entre outras.

As frutas citricas também tém algumas caracteristicas botanicas
Gnicas, tais como embrionia nucelar. Consequentemente, os embrides somaticos
crescem muito mais vigorosamente do que os embrides zigbéticos em sementes de
mudas de tal forma que s&o essencialmente clones da planta mé&e. Tais
caracteristicas tém dificultado o estudo da genética e o melhoramento genético dos
citros (ROOSE; CLOSE, 2008; GMITTER et al., 2012). Assim, as principais
variedades de citros cultivados no mundo foram originadas por mutacoes
espontaneas ou por selecdo de plantas individuais (SCHWARZ, 2006). Entretanto,
existe uma grande diversidade de citros cultivados ou mantidos em bancos de
germoplasma, mas poucas variedades sado conhecidas (MACHADO et al., 2005), as
quais podem também ser usadas em programas de melhoramento genético
(KOEHLER-SANTOS; DORNELLES; FREITAS, 2003; RADMANN; OLIVEIRA,
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2003). Resende (2012) apresentaram um levantamento de aproximadamente 1.700
diferentes acessos de citros, sendo 650 representados por variedades de laranjas
doces, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG-Citros) do
Instituto Agrondémico (IAC).

As laranjas doces, C. sinensis, também sdo nativas do sudeste da
Asia, sendo arvores de porte médio, com 5 a 10 m de altura e copa de formato
esférico. Suas folhas, brevipecioladas, medem de 7 a 15 cm de comprimento, e séo
aromaticas. As flores nascem isoladamente ou em inflorescéncias e sdo formadas
por cinco pétalas (LORENZI et al., 2006) que possuem glandulas de 6leo na sua
superficie abaxial (QUEIROZ-VOLTAN; BLUMER, 2005). Seus frutos tém formato
esférico ou oval e com superficie lisa, coloracdo laranja-clara quando maduros e
pesam 190 g em média. A variedade Péra é a mais conhecida e cultivada no Brasil
dentre as laranjas doces (SAUNT, 1990).

A enxertia é a forma mais utilizada para o cultivo de laranja doce. O
limoeiro “Cravo” (Citrus limonia L. Osbeck), por exemplo, é a espécie mais utilizada
como porta-enxerto devido a diversos atributos, como facilidade de obtencédo de
sementes, compatibilidade adequada com a maioria das variedades copas,
tolerdncia & seca e a tristeza dos citros e producdo precoce (POMPEU JUNIOR,
2005).

Os estresses bidticos podem ser considerados os fatores mais
limitantes ao aumento e manutencdo da produtividade de citros do mundo. Os
principais fatores bidticos limitantes aos citros compreendem a clorose variegada
dos citros (CVC), o cancro citrico, a leprose, a tristeza, a pinta preta, a morte subita,
diversas pragas, e mais recentemente o Huanglongbing (HLB). Ainda, fatores
abidticos, principalmente as condi¢des nutricionais e de estresse, estdo relacionados
com caracteristicas do fruto (cor, composi¢céo e valor nutricional), sendo que estes
fatores necessitam mais estudos para apoiar futuros trabalhos de melhoramento da
qualidade (GCONCI, 2009).

3.2 Desenvolvimentos do fruto de Citros
A origem dos frutos € resultado de uma longa evolucao vascular das

plantas. No inicio as sementes eram nuas, formadas sobre folhas modificadas

(megasporofilos), expostas diretamente a natureza como, por exemplo, o pinh&do-do-
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parana (Araucaria angustifolia). Os frutos carnudos e suculentos s6 surgiram no final
do Cretaceo ou inicio do periodo Terciario, tendo a fungéo inicial de prote¢do e mais
tarde agregando a funcado de dispersao das sementes (IGLESIAS et al., 2007).
Agusti et al. (1995) descrevem os frutos de citros como do tipo
hesperidio composto por mesocarpo septado e endocarpo com “pélos glandulares”
ocupado por suco. O pericarpo é subdividido em epicarpo, mesocarpo e endocarpo.
O flavedo, formado pelo epicarpo mais parte do mesocarpo, € a regido mais externa
do pericarpo formando a “casca’. E a regido pigmentada do pericarpo, contém
numerosas glandulas de 6leo revestidas por varias camadas de células epiteliais
especializadas. O albedo é composto pelo mesocarpo, que forma um tecido branco
e esponjoso situado logo abaixo do flavedo. O endocarpo delimita a regido dos
l6culos com as vesiculas repletas de suco e radialmente por algumas membranas

delgadas denominadas septos.

FIGURA 1 — Corte transversal do fruto laranja-doce.

Flavedo Vesicula do suco

Albedo
Bolsas de dleo

Semente

Segmento

Parede do segmento

Fonte: The Orange Book, Tetra Pak 2004, p.7. Figura adaptada.

A frutificacdo ndo envolve apenas o fruto, mas também a semente.
Pode-se dividir a formacao dos frutos de citros em 3 fases: Fase | - momento da
polinizacéo, fertilizacdo. E o inicio do desenvolvimento do fruto com diviséo celular,

fase de expanséo envolvendo alargamento celular e acumulo de dgua que ocorre no
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mesocarpo (BAIN, 1958); Fase II: retomada das divisdes celulares, tanto no ovario
guanto na semente; Fase lll: fase de crescimento linear e periodo de expansao das
células e a maturacdo do embrido. Os carotenoides e outros sélidos solaveis séo
acumulados, a clorofila é perdida, a parede celular é extensivamente modificada, o
conteldo em acidos organicos é reduzido, e a concentragdo de um numero de
compostos volateis aumenta (KERBAUY, 2008).

O desenvolvimento do fruto em citros segue a tradicional curva
sigmoide, desde a polinizacéo da flor, até a maturacao, caracterizada por periodo de
crescimento exponencial, iniciado na antese (BAIN, 1958). O crescimento linear se
estende por varios meses, até o inicio de sua mudanca de cor e o periodo de
maturacdo, no qual a taxa de crescimento reduz e o fruto sofre conversdo de
cloroplastos em cromoplastos (HUFF, 1984; IGLESIAS et al., 2007). Além da
producdo normal de frutos, existe uma pequena produgéo extemporanea, que chega
a 5% do volume total produzido em um determinado ano, o que faz com que existam
frutos durante os 12 meses do ano (POZZAN; TRIBONI, 2005; QUEIROZ-VOLTAN;
BLUMER, 2005).

Os estudos de genes expressos em frutos nao climatérios, como é o
caso de citros, sdo importantes para compreender a regulacdo do desenvolvimento
e amadurecimento destes frutos. O amadurecimento dos frutos é altamente
coordenado geneticamente e envolve uma série de alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e organolépticas permitindo o desenvolvimento de uma fruta madura
comestivel (PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007). Por exemplo, as
mudancas observadas no perfil de expressédo de genes envolvidos no metabolismo
de carboidratos (CERCOS et al., 2006) possibilitaram identificar proteinas
reguladoras de expressdo génica que foram super expressas ao longo do
desenvolvimento do fruto.

Através das técnicas de microarranjos foram identificadas redes de
regulacdo génica Unicas durante o desenvolvimento dos frutos de citros (SHIMADA
et al., 2005). Ainda, Liu et al. (2009) usando as técnicas de SSH (técnica de
hibridacdo por supressao subtrativa) e microarranjos na variedade de laranja doce
'Hong Anliu' determinou um conjunto de genes candidatos ligados a um fendtipo
mutante que causa acumulacédo de licopeno, baixo conteudo de acido citrico e alta

sacarose em frutos.
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Yu et al. (2012) mostraram que o transcriptoma muda ao longo do
curso do desenvolvimento dos frutos e maturacéo de C. sinensis, sendo que mais de
89% dos genes apresentaram expressao diferencial durante o desenvolvimento e
amadurecimento do fruto. Como a maturacdo dos citros € acompanhada pela
sintese de um grande numero de proteinas e a transcricdo de muitos genes,
naturalmente varios fatores de regulacdo estdo envolvidos neste processo. Analises
do transcriptoma e do proteoma sdo métodos extremamente eficazes para a
identificacdo de genes de expresséao diferencial em todo o genoma. Wu et al. (2014
b) estudando sobre as diferencas na transcricdo e na expressdo de proteinas
envolvidas no amadurecimento da polpa de um mutante de laranja doce de
maturacdo tardia e seu tipo selvagem encontrou 130 proteinas diferencialmente
expressas que corresponderam a 54 sequéncias de genes identificadas por RNA-
seq.

As analises dos conjuntos de dados dos ESTs obtidos das variedades
de polpa vermelha “Mutant ‘Cara Cara” e laranja “Washington Navel” foram utilizadas
para a identificacdo de genes durante a maturacdo de laranja-doce (YE et al., 2010).
De um total de 1348 sequéncias, selecionou-se 964 sequéncias Unicas, com 489
ESTs agrupados em 148 contigs. Um total de 10 genes se destacaram com alta
expressao nas bibliotecas das duas variedades dentre eles “chloroplast small heat
shock protein” classe |, aldeido desidrogenase, metalotioneina, Cu/Zn superéxido
dismutase e “Late embryogenesis abundant protein” (Lea5). Além disso, 25 fatores
de transcrigao foram identificados nas bibliotecas, sendo que 15 destes genes foram
diferencialmente expressos entre 'Cara Cara' e 'Washington Navel', incluindo genes
das familias WRKY, MADS, NAC, MYB, MYC, bHLH, bZIP e HD-ZIP.

3.3 Genoma de C. sinensis

A origem genética da laranja-doce nao é clara, embora existam
algumas especulacdes de que a laranja doce pode ser derivadas da hibridacéo
interespecifica de algumas espécies de citros primitivo. Entretanto, a disponibilidade
de genomas nucleares (XU et al., 2013; WU et al., 2014a) e plastidiais (BAUSHER et
al., 2006) de referéncia de outras espécies de citros possibilitaram conclusdes mais
precisas sobre a origem, a domesticacdo e as relacdes filogenéticas dentro deste

grupo de plantas. Andlises comparativas de genomas de plantas citricas sugerem
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que a laranja doce € originada de um hibrido entre C. maxima (pomelo) e C.
reticulata (tangerina) (LI et al., 2010; XU et al., 2013).

Com a finalizagdo do sequenciamento do genoma de C. sinensis, 0S
dados foram disponibilizados a comunidade cientifica mundial no banco de dados
Citrus Sinensis [2016]. Este trabalho de sequenciamento do genoma de C. sinensis
apresentou uma cobertura de 87,3%, representando 367 Mb distribuidos em 4.811
“scaffolds”. No total, foram identificados 29.445 loci codificadores de proteinas com
44.387 transcritos unicos, e 23.421 modelos de genes foram alocados nos nove
pseudocromossomos. Os transcritos tém um comprimento médio de 1.817 bp, um
tamanho médio da sequéncia codificante de 1.255 pb e uma média de 5,8 exons por
gene. Além disso, identificaram um total de 181 RNAs ribossomais, 451 RNAs de
transferéncia e 104 RNAs nucleares pequenos. Dos 29.445 genes codificadores de
proteinas, 23.804 foram agrupados em 14.348 familias de genes, sendo 1.691
destes genes especificos para citros. A maior parte (96%) desses genes citros-
especificos sdo "hipotéticos" e tém funcdo desconhecida. Dos genes anotados, os
dominios de proteina mais representados foram o de fatores de transcricdo do tipo
dedo-de-zinco e o dominio rico em repeticbes de leucina (NBS-LRR) que estdo
presentes em genes que atuam na resposta da planta ao ataque de patégenos e sao
conhecidas por aumentarem a resistencia da planta a esse estresse (XU et al.,
2013).

3.4 Familias dos fatores de transcrigcdo Dof em plantas

Os genes de fatores de transcricdo (FT) estdo envolvidos em muitos
processos fundamentais em plantas superiores, incluindo respostas a luz, producao
de fito-hormobnio, influenciam a maturagdo e a germinacdo de sementes
(YANAGISAWA, 2004). Os genes Dof sdo importantes moduladores da resposta das
plantas a estresses abidticos e bidticos. Neste contexto, muitos sao induzidos por
diferentes fitohormdnios e/ou por patdgenos, e participam da regulacdo de
fitoalexinas (SKIRYCZ et al., 2008; NAKANO et al., 2006).

A familia Dof ("DNA binding with One Finger") compreende fatores de
transcricdo exclusivos de plantas, caracterizados pela presenca de um motivo
conservado de ligacdo ao DNA tipo dedo-de-zinco. O primeiro gene contendo um

dominio Dof foi isolado em milho, por rastreio de uma biblioteca de cDNA de folhas
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(YANAGISAWA; SHEEN, 1998). A sequéncia necesséria para a localizacdo nuclear
foi identificada e um sinal de localizagdo nuclear que se sobrepbe em parte com o
dominio conservado Dof foi mapeado (KREBS; MUELLER-ROEBER; RUZICIC,
2010). Além disso, os dominios das proteinas Dof, incluindo o dominio Dof em si,
também estdo envolvidos em interacdes fisicas entre os proprios Dofs e uma série
de outros fatores de transcricdo (YANAGISAWA, 2000).

Dados recentes de sequenciamento proporcionaram uma compreensao
mais abrangente sobre a distribuicdo das classes de Dof entre as espécies de
plantas, dentro de diferentes tipos de tecidos e sobre a evolugdo das funcbes
assumidas por esta familia de fatores de transcri¢ao.

3.4.1 Dominio Dof e o0 seu alvo no DNA

O dominio de ligagio em DNA dos fatores de transcricdo Dof
geralmente esta localizado perto da regido N-terminal da proteina. Esse dominio é
uma regido de 52 aminoacidos que contém na sua cadeia a sequéncia
CX,CX21CX,C, a qual se liga com zinco (Zn**) caracterizando uma configuracdo
dedo-de-zinco (YANAGISAWA, 2001) (Figura 2). Tanto o comprimento da estrutura
em forma de laco e a presenca do fon Zn?* afeta diretamente a estrutura final da
proteina e determina a natureza da ligagdo com o DNA. O triptofano na extremidade
C-terminal do dedo-de-zinco também é importante para a ligagdo ao motivo AAAG
ou a sequéncia complementar CTTT (SHIMOFURUTANI et al., 1998). A interacao
especifica de proteinas de dominio Dof com o motivo AAAG foi também verificada
em batata transgénica portadora de uma fusdo entre o promotor KST1 (canal de
fluxo de K" de células guarda) quando se observou que mutagdes nos motivos
AAAG reduziram drasticamente a atividade do promotor (PLESCH; EHRHARDT;
MUELLER-ROEBER, 2001). O motivo AAAG é o mais frequente e repetido
(YANAGISAWA, 2000), mas nem todas as sequéncias AAAG sdao sitios de ligacao
Dof (YANAGISAWA,; SCHMIDT, 1999), sendo que em abdbora, por exemplo, foi
encontrado um sitio de ligacdo AAGT (KISU, 1998).

A regido do dominio Dof na regido N-terminal é altamente conservada,
ao contrario do dominio na regido C-terminal que apresenta-se altamente variavel
entre as diferentes proteinas Dofs. Estas podem interagir com diferentes proteinas

reguladoras ou sinais de interceptacdo mediante a ativacdo ou repressdo da
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expressao génica (YANAGISAWA, 2001). Os fatores de transcricdo Dof funcionam
em associagdo com outros fatores de transcricdo e com proteinas chaperonas que
auxiliam o Dof na sua ligagdo com o DNA e na sua especificidade. Em A. thaliana, a
proteina Dof denominada OBP1, embora nao se ligue de forma estavel por si so,
facilita a ligagéo do fator de transcricao bZIP com o DNA alvo (ZHANG et al., 1995).
De acordo com Krohn, Yanagisawa e Grasser (2002), as proteinas denominadas
HMG (High Mobility Group) podem estar agindo como acompanhantes que auxiliam
na ligacdo do fator Dof ao DNA. Estas interacdes proteina-proteina requerem a
presenca do dominio Dof, mas ndo requerem que ocorra a ligacdo com o DNA, pois
uma mutacdo em um dos residuos de cisteina necessarios para a formacdo de
dedo-de-zinco nédo elimina as interacées Dofl-Dof2 ou Dof1-HMG.

A especificidade de ligacdo ao DNA € compreendida pela regiao alfa-
helicoidal na extremidade C-terminal do dominio Dof, mas o lago é necessério para
manter uma configuragéo capaz de ligacdo de DNA (SHIMOFURUTANI et al., 1998).
Um quinto residuo de cisteina dentro do laco de ligacdo ao DNA do dominio Dof
distingue os Dofs da familia GATA de fatores de transcricdo de hormonios
esteroides.

Embora n&o haja informacdo estrutural, as sequéncias do dominio
dedo-de-zinco C2C2 nos fatores de transcricdo Dof tem algumas semelhancas com
outras familias, tais como a WRKY, R2R3-MYB, bZIP, MADS, GATA (EULGEM et
al., 2000; MARTIN; PAZ-ARES, 1997; JAKOBY, 2002; PARENICOVA et al., 2003;
REYES; MURO-PASTOR; FLORENSCIO, 2004; UMEMURA et al., 2004).
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Figura 2 - Dominio Dof.

Nota: Residuos de aminoacidos sdo apresentados com seu cédigo IUPAC de uma letra.. Setas
indicam os residuos de cisteina conservados (CX,CX,;CX,C).
Fonte: Figura adaptada de Noguero et al. (2013).

3.4.2 Estudos funcionais da familia de fatores de transcri¢cao Dof

Proteinas Dofs estdo presentes em todas as plantas, e representam
uma classe Unica de fatores de transcricdo por possuirem atividades de ligacdo
bifuncionais, tanto com o DNA quanto com proteinas, para regular a transcricdo em
células vegetais (GUPTA et al.,, 2015). Os fatores de transcricdo Dof estédo
envolvidos no controle de diferentes genes em plantas, sendo que os produtos
desses genes podem ter inumeras fungdes, tais como a maturagdo das sementes e
germinacao, fitohérmonios e regulacdo e respostas das plantas a estresses bioticos
e abioticos.

Nos ultimos anos, genes codificadores de fatores de transcricdo Dof
foram identificados em diversas espécies incluindo arroz (LIJAVETZKY;
CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA., 2003), alamo (YANG; TUSKAN; CHENG,
2006), algas verdes (MORENO-RISUENO et al., 2007), trigo (SHAW et al., 2009)
sorgo (KUSHWAHA et al., 2011), braquipddio (HERNANDO-AMADO et al., 2012),
soja (GUO; QIU, 2013), tomate (CAI et al., 2013), cana-de-agucar (GUPTA et al.,
2015) e repolho chinés (MA et al., 2015). Visto que genes ortdlogos normalmente
apresentam funcdes semelhantes (LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-
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CARBAJOSA, 2003), estudos filogenéticos tém auxiliado na inferéncia da funcéo de
possiveis sequéncias codificadoras de proteinas Dof recém-descobertas ao serem
comparadas com outras proteinas Dof ja identificadas e devidamente caracterizadas
funcionalmente.

Por exemplo, o desenvolvimento vascular em A. thaliana é regulado
por dois genes Dof, AtDof2.4 e AtDOF5.8, que sao diferencialmente expressos
(KONISHI; YANAGISAWA, 2007). Também em A. thaliana, genes envolvidos na
producdo de lignina no sistema vascular possuem sitio de ligacdo Dof nos seus
promotores (ROGERS et al., 2005). Ainda nesma mesma espécie, sitios de ligacdo
dos fatores de transcricdo Dof e HD-ZIP (“homeo-domain-leucine-zipper”) parecem
importantes para a expressao especifica de dois genes para transporte de sacarose
(Sucrose Transporters) (SCHNEIDEREIT; IMLAU; SAUER, 2008). Wei et al. (2010)
identificaram o gene AtDOF4.7 como expresso em zonas de abscisdo de oOrgaos
florais, reprimindo a expressao de um gene da poligalacturonase, importante para
abscisao de orgaos florais. Curiosamente, AtDOF4.7 interage com um segundo fator
de transcricdo dedo-de-zinco, AtZFP2, também implicado na repressao da absciséo
de 6rgaos florais, sugerindo cooperacdo entre os dois fatores de transcrigcdo. Engel
et al. (2005) estudando promotores especificos de gametas masculinos (pGEX e
pPpGEX2) em A. thaliana, mostraram que estas sequéncias contem sitios de ligacéo
Dof. Ainda em A. thaliana, o gene AtDof4.1 atua como um repressor para regular o
tamanho de 6rgaos (AHMAD et al., 2013).

O gene DAGL (AtDof21) de A. thaliana esta envolvido na expresséo no
tecido maternal de sementes, sendo que mutantes desse gene tém a dorméncia
reduzida (PAPI et al., 2000). Um segundo gene Dof, DAG2 (AtDofl4), apesar de
estar relacionado intimamente com o seu paralogo, mostrou o efeito oposto, isto €,
um aumento da dorméncia em resposta ao acido giberélico quando mutado
(GUALBERTI et al., 2002). Ainda em A. thaliana, o “Cycling DOF Fator 1" (CDF1-
AtDof33) reprime transcricdo do gene constans (CO) e, portanto, reprime a floragéo
(SONG et al., 2012). Um ortélogo de AtDof1, foi encontrado em Solanum tuberosum,
onde controla a formacdo de tubérculos reprimindo os genes Constans (CO1 e 2)
numa reacdo de cascata que induz o desenvolvimento de tubérculos
(KLOOSTERMAN et al., 2013).

Fatores de transcricdo Dof também podem interferir ou influénciar a na

producdo de metabdlitos pelas plantas em resposta a mudancas do ambiente. Os
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membros da familia de proteinas Dofs estdo envolvidos na regulacdo dos genes
envolvidos na fotossintese e conseguentemente no metabolismo de carboidratos em
milho (YANAGISAWA; SHEEN, 1998). Nesta mesma espécie, a reducdo dos niveis
de transcritos do gene ZmbDofl ndo afetou a expressdo de genes especificos do
sistema fotossintético C4 em milho, sugerindo a possibilidade de redundéncia na
sua acéo sobre estes promotores (CAVALAR et al., 2007).

O Dofl parece ser um regulador-chave da expressdao de genes
envolvidos na ativacao da via dos acidos organicos para a producédo de esqueletos
de carbono, os quais mantém uma estreita associagdo com o metabolismo de
nitrogénio. O efeito positivo do Dofl sobre a producéo de esqueletos de carbono tem
sido explorado para a engenharia metabdlica em A. thaliana. Em plantas
transgénicas super-expressando este gene, o teor de nitrogénio aumentou 30%,
indicando a promocé&o de assimilagcéo liquida de nitrogénio (YANAGISAWA, 2004). A
super-expressado de OsDof25 alterou o metabolismo do carbono e nitrogénio em A.
thaliana, resultando em aumento das concentracbes de aminoacidos (SANTOS,
SOUZA; FERNANDES, 2012). Plantas transgénicas com este gene tiveram o0s niveis
de expressdo de transportadores de amoénia de baixa afinidade (AtAMT1.1 e
AtAMT2.1) aumentados e o transportador de nitrato de alta afinidade (AtNRT2.1)
reprimido. O aumento na expressao simultanea de AMTs e enzimas do metabolismo
do carbono pode explicar os elevados niveis de aminoacidos encontrados nas
plantas transgénicas.

O gene PpDof5, em pinheiro-bravo (Pinus pinaster), esta implicado na
regulacédo de dois genes da glutamina sintase, GS1a e GS1b (RUEDA-LOPEZ et al.,
2008). O PpDof5 contribui para a ativagdo do promotor de GS1b e a repressdo do
GSla em ensaios com o gene reporter uidA (beta-glucuronidase) em protoplastos de
pinheiro, sendo que esse gene desempenha um papel em reassimilacdo de
nitrogenio durante lignificagéo.

Os genes Dofs tém um papel central no controle da germinagcéo e no
desenvolvimento de sementes. Estes fatores de transcricdo estdo implicados na
regulacdo da sintese de proteinas de reserva e outras proteinas expressas durante
a fase de enchimento de gréos e do desenvolvimento do endosperma em cereais.
Por exemplo, promotores de genes expressos durante o desenvolvimento do
endosperma em cereais tem um motivo conservado TGTAAAG presente no

“prolamin-box” (Pbox) o qual é suficiente para conferir expressdo especifica em
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endosperma em um promotor minimo (ZHANG et al., 1995; MARZABAL et al.,
2008). Esse motivo é dividido em duas partes sendo que uma reconhece o fator
bZIP e a outra contem o elemento AAAG, que € o sitio de ligacdo Dof (VICENTE-
CARBAJOSA et al., 1997; DIAZ et al., 2002). Usando outras estratégias, Wang et al.
(2007) selecionaram GmDof4 e GmDofl a partir de um conjunto de genes Dofs de
soja expressos durante o desenvolvimento da semente. A super-expressao destes
genes em plantas de A. thaliana causou um aumento no teor de lipidos em
sementes.

Outro tipo de Dof, o gene SRF1 isolado de batata-doce, foi
preferencialmente expresso em raizes e com atuacdo na modulacdo do metabolismo
de carboidratos nestes orgdos através de regulacdo negativa de um gene da
invertase vacuolar (TANAKA et al., 2009).

Os genes Dof também sao importantes moduladores das respostas aos
estresses bidticos e abibticos em plantas, sendo que muitos sao induzidos por
diferentes fitormoénios e/ou por patdgenos, e participam na regulacéo da producédo de
fitoalexinas (NAKANO et al., 2006; SKIRYCZ et al., 2007). O papel dos Dofs na
tolerancia ao estresse bidtico foi investigado em sementes de cevada com base na
sua interacdo com o gene da cistatina (MARTINEZ et al., 2005), sendo que duas
proteinas Dofs interagem especificamente in vitro com oligonucleotideos contendo

sitios de ligacdo Dof derivados do promotor do gene da cistatina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Identificagcdo dos membros da familia Dof em Citrus

As sequéncias correspondentes aos 24 genes Dof de C. sinensis foram
selecionadas e recolhidas em trés bancos de dados. Primeiramente, foram
realizadas buscas a partir da opgao “palavra chave” no banco de dados “Citrus
sinensis — Annotation Project” (CITRUS SINENSIS, [2016]). Em seguida, essas
sequéncias foram individualmente confrontadas com as sequéncias depositadas nos
bancos de dados “Citrus Genome Database” (CITRUS GENOME DATABASE,
[2016]) e “Phytozome 11" (GOODSTEIN et al., 2012). As sequéncias foram utilizadas
como sondas eletrbnicas (queries) contra sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank, utilizando os programas BlastP e BlastX (NATIONAL CENTER
FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, [2016]), para confirmar a similaridade das
mesmas com genes Dof de outras espécies (ALTSCHUL et al., 1990).

As sequéncias de nucleotideos de dominio Dof nos genes encontrados
no genoma de C. sinensis foram submetidas a analise funcional in silico utilizando a
versao PFAM 24.0 (FINN et al., 2006) e PROSITE 20.58 (CASTRO, 2006) usando

0s parametros “default”.

4.2 Andlise filogenética

As sequéncias de aminoacidos de CsDof foram alinhadas usando
ClustalX 2.0.10 (THOMPSON et al., 1997) com BLOSUM30 (BLOcks of Amino Acid
Substitution Matrix) como matriz de substituicdo. Para o alinhamento foram usados
36 proteinas completas Dof de A. thaliana, de acordo com a classificacdo e
nomeclatura de Kushwaha et al. (2011), e 30 de Oryza sativa (LIJAVETZKY;
CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003), selecionadas nos bancos de dados
The Arabidopsis Information Resource (TAIR, [2016]) e Phytozome 11 (GOODSTEIN
et al., 2012), respectivamente.
Uma arvore filogenética foi gerada usando o método de Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987) com o auxilio do programa MEGA - Molecular
Evolutionary Genetics Analysis v. 6 (TAMURA et al.,, 2013). Para testar a

confiabilidade da analise foram utilizadas 1.000 réplicas de bootstrap.
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4.3 Localizagdo cromossdmica e estrutura dos genes CsDof

A localizacdo dos genes nos cromossomos e a informacao sobre a
estrutura de introns/éxons foi posicionada manualmente para cada um dos genes
CsDof nos cromossomos de acordo com as informacdes obtidas no banco de dados
“Citrus sinensis — Annotation Project” (CITRUS SINENSIS, [2016]).

4.4 Estudo de expresséao génica de CsDof em frutos de laranja-doce

Dos 24 genes Dof encontrados no genoma de C. sinensis foram
escolhidos 12 genes para a andlise da expressao génica em diferentes estadios de
desenvolvimento do fruto. Esta escolha foi baseada de acordo com resultados de
expressao génica gerados por RNA-seq e disponiveis na plataforma publica “Citrus
sinensis — Annotation Project” (JIAO et al.,, 2013; CITRUS SINENSIS, [2016]), os
quais indicaram 0s genes altamente expressos em frutos em relacdo aos demais

tecidos usados na construcao de bibliotecas de cDNA (Anexo 3).

4.5 Material vegetal

Frutos de laranja-doce da variedade Péra enxertada em Lim&o cravo
foram coletados de plantas cultivadas em Argissolo Vermelho distroférrico
(EMBRAPA, 2006) no campo experimental localizado no Campus Il da Universidade
do Oeste Paulista (UNOESTE) em Presidente Prudente. A area experimental esta
localizada a 430 m de altitude, nas coordenadas geograficas 22° 07" S e longitude
51°27'W.

Para a coleta de frutos, foram selecionadas nove plantas distribuidas
em diferentes posicbes no campo experimental. Os frutos foram coletados,
individualmente, em diferentes estadios de desenvolvimento, considerando a data do
florescimento (23/08/2013). A primeira coleta foi realizada no dia 02/09/2013, sendo
gue a partir desta data, foram efetuadas mais cinco coletas em intervalos de 15 dias,
resultando em um periodo de 90 dias de desenvolvimento dos frutos a partir da
antese. Em cada amostragem, coletou-se trés frutos aleatoriamente em diferentes
posicoes de cada uma das plantas, resultando num total de 27 frutos por data de

coleta. Os frutos foram mergulhados imediatamente em nitrogénio liquido e
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transportados para o laboratério e armazenados em freezer -80°C até o momento da
extracdo do RNA total. Antes da extracdo do RNA, os frutos foram pesados e
avaliados quanto ao seu diametro meédio na parte central com um auxilio de uma

balanca digital e um paquimetro, respectivamente.

4.6 Extracao de RNA

Para extracdo do RNA, 300 mg do flavedo e albedo foram utilizados em
todos os estadios de coletas dos frutos. As amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido e colocadas em microtubo estéril tipo Eppendorf® de 1,5 mL,
sendo entdo adicionado 1 mL de Trizol® Reagent (Invitrogen®). Apos incubacéo por
5 min no gelo, as amostras foram centrifugadas (9000 rpm) em centrifuga refrigerada
por 15 min. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde foi adicionado
200 pL de cloroférmio. A amostra foi agitada por 15 s em vortex, deixada em
repouso por 3 min em temperatura ambiente, sendo novamente centrifugada a 9000
rpm por 15 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foi
adicionado 500 pL de isopropanol. Apos breve agitagao por 30 s, as amostras foram
deixadas por 10 min em temperatura ambiente, e em seguida centrifugadas a 9000
rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” de RNA foi lavado com 1
mL de etanol 75%. Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 min, o
sobrenadante descartado e o “pellet” seco em temperatura ambiente por 10 min. O
“‘pellet” foi ressuspendido em 50 pL de agua milli-Q tratada com DEPC (dietil
pirocarbonato). A pureza e a quantidade do RNA isolado foram estimadas através de
espectrometria baseada na relacdo A260/A280. Para avaliar a qualidade e a
integridade do RNA realizou-se uma eletroforese (150V/120mA por 1 hora) em gel
de agarose 1% com tampdo TBE 0,5X, contendo brometo de etidio (0,1 ug mL-1).
Os resultados foram visualizados com iluminacédo ultravioleta em fotodocumentador
(Quantum ST4, Vilber Lourmat).

4.7 RT-PCR semi-quantitativo
Todas as amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNAse |

— Amplification Grade® (Invitrogen) antes de serem submetidas ao RT-PCR,

conforme as instrucbes do fabricante. As amostras foram homogeneizadas e
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mantidas por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, 1 yl de 25 mM EDTA
(etilenodiamotetracetato) foi adicionado e as amostras mantidas por 10 min a 65°C.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript 111°
(Invitrogen). A transcricdo reversa foi a partir de 1-ug do RNA total, utilizando
oligonucleotideos complementares a cauda poli-A (Oligo dT). O protocolo consistiu
em usar 1 pl de dNTPs e 1 pl de Oligo dTs por amostra e incubagédo por 5 min a
65°C. Apos, foram adicionados 5 ul de Tamp&o 5X (kit SuperScript Ill), 1 ul de DTT
(ditiotreitol), 1 ul de RNAse out, 1 ul de agua e 1 ul da enzima Superscript Il em um
volume final de 20 pl. Posteriormente, as amostras foram levadas a um
termociclador (Multigene Labnet) e incubadas a 37°C por 50 min e a 70°C por 15
min. Os cDNAs foram armazenados a - 20°C até a sua utilizagdo nos experimentos
de RT-PCR.

“Primers” gene-especificos (Tabela 1) foram desenhados no programa
Primer3 (PRIMERS3, [2016]), seguindo as orientagbes de Rozen e Skaletky (2000).
Os “primers” foram analisados no programa Primer-Blast (PRIMER-BLAST, [2016])
para verificar a especificidade para as sequéncias-alvo.

Para otimizacdo e definicdo dos melhores parametros para as reacoes
de RT-PCR para cada um dos “primers”, testou-se os nameros de ciclos (15, 20, 25,
30, 35 e 40 ciclos) e as temperaturas de anelamento (56, 57 e 58°C). Para os 12
pares de “primers” dos genes CsDof utilizou-se 35 ciclos de amplificacédo e 20 ciclos
para o normalizador Fator de elongacéo 1 alfa (EF1-a). Assim, a reacao da RT-PCR
consistiu 10% de tampéao (20 mM Tris-HCL, pH 8.4, 50 mM de KCL), 1,5 mM MgCl,,
0,2 yM de cada dNTP, 0,8 pM de “primer”, 1 U de Taq DNA polimerase e 1 ul de
cDNA em um volume final de 25 ul. Os pardmetros utilizados consistiram em
desnaturacao inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 20 ou 35 ciclos a 94° C
durante 1 min, 58°C durante 1,0 min e 72°C durante 2 min, apds o ciclo utilizou-se
uma extensdo final de 72°C durante 10 min. Os produtos da RT-PCR foram
migrados através de eletroforese em gel de agarose a 1% com tampao TBE 1X por
1 hora a 80V e as imagens dos geis foram observadas em luz ultravioleta e
documentadas em foto documentador (Quantum ST4, Vilber Lourmat). Foram feitas
trés replicatas biologicas de cada amostra de frutos coletados nos diferentes

estadios de desenvolvimento.
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TABELA 1 - Sequéncias dos “primers” especificos para os 12 genes CsDof e para o

gene normalizador EF1-a usados para as andlises de RT-PCR semi-

guantitativo de tecidos de frutos de C. sinensis.

Gene “Primer” Senso “Primer” Anti-senso Tamanho do

fragmento em
pb
CsDof1 5’AGGCTTCCCTATGCCATTCT3’ 5'GCTCCTGTCCCTCAGAGTTG3’ 191
CsDof2 5'GACACTCGTATTCCGGGACG3  5'CTGTTGCAACGTGGACATGG3’ 252
CsDof3 5’CTGAATCGCCGGAGGCTAAT3  5'CATGCTATTGCAACGAGGGC3 176
CsDof4 5’GAAGCAGCGGCTCATCAAAG3 5’AGTCCCGATGGGGAAGAAGA3’ 379
CsDof7 5’AGCCATTGAAGTGTCCGAGG3 5’AGCCATTGAAGTGTCCGAGGZ 587
CsDof9 5'GGTACTGGACTGAAGGTGGC3 5'GGTACTGGACTGAAGGTGGC3’ 312
CsDof10 5’AGGTATTGGACCAAAGGCGG3  5'TCGTCAAACCCTAGTTGCCC3 230
CsDof12 5TCACTGGCCACAGGGAATTG3  5'TTCTCAGAGACCCACCTGCT3 221
CsDof14 5’ACTACAGCTTGTCTCAGCCGZ 5TTCGGTGTGGAGACAGCATCZ 208
CsDof16 5’GGAGGCCTGTTGTGATCGAA3 5 TTTTTGCAGAAATGCCGGGG3Y 396
CsDof20 5TCCGTCGATGGGGTCTTACT3 5’ATGGAGGAGGGCCATAACCT3 554
CsDof23 5'CGGTGGTGGTACCCGTAAAAZ’ 5TCCTGATCCAATGGCAACCCT 240
EFl-a 5’AAGGCTGAGCGTGAACGTGG3 5’ACGGCAATGTGGGAGGTGTGZ 850

(normalizador)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A expressdo relativa dos CsDofs nos diferentes estadios de
desenvolvimento dos frutos foram calculadas mediante a comparacao entre as
intensidades das bandas obtidas nos géis. Dados de densitometria para as
intensidades de bandas subtraidas do “background” local foram gerados com o
programa ImagenJ® (RASBAND, 2014).

Para calcular a expresséao relativa dos CsDofs nos diferentes estagios
de desenvolvimento dos frutos aqui analisados, a intensidade total de pixels de cada
banda foi primeiramente normalizada com a expressdo do gene CsDof na folha
(controle) e, posteriormente, o sinal de cada banda foi normalizado com a expressao
do gene CsEF1l-a (Endo et al., 2006) no fruto e na folha. A expressao relativa do
gene alvo foi calculada: ER = expressdo do CsDof no fruto/expressdao do CsDof na
folha dividido pela expresséo do gene normalizador CSEF1-a no fruto/CsEF1l-a na

folha.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo de genes CsDof e analise das sequéncias

Vinte quatro sequéncias nao-redundantes com o dominio DOF
conservado CX2CX21CX2C foram selecionadas no banco de dados “Citrus sinensis
— Anotation Project” (CITRUS SINENSIS, [2016]) (Tabela 2). As sequéncias destes
genes Dofs putativos foram entdo submetidas a outros dois bancos de dados, Citrus
Genome Database [2016] e Phytozome (GOODSTEIN et al.,2012) para confirmacéao.
O numero de genes Dof identificados em C. sinensis € menor do que em outras
espécies de plantas utilizadas comumente como modelo em estudos de andlises
comparativas de genomas. Por exemplo, em estudos semelhantes a este, foram
encontrados 36 genes Dof em Arabidopsis, 30 em arroz Dof (LIJAVETZKY;
CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003), 34 em tomate (CAl et al., 2013) e 46
em cenoura (HUANG et al., 2016). Uma vez que ndo ha nenhuma anotacdo padrao
atribuida aos genes Dof em C. sinensis, estes foram nomeados de CsDofl a 24
(Tabela 2).

Os 24 genes CsDof, o locus identificado de acordo com a nomenclatura
do Citrus Sinensis [2016], a localiza¢gdo nos cromossomos, 0 ponto isoelétrico (pl), o
peso molecular (PM), o érgdo com maior expressdo de acordo com RNAseq (JIAO
et al.,, 2013), a presenca de splicing alternativo, o tamanho da “Open Reading
Frame” (ORF) e o numero de introns podem ser observados na Tabela 2. O
tamanho deduzido da sequéncia de aminoacidos dos genes variou de 172 a 495 aa,
com um tamanho médio 320 aa. O ponto isoelétrico (pl) tedrico variou de 4,66 a 9,52
e 0 peso molecular (PM) da proteina variou de 26,71 kD a 54,82 kD. As sequéncias
completas de aminoacidos dos genes Dof identificados podem ser visualizadas no

Anexo 1.
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TABELA 2 - Genes CsDof e informacdes relacionadas de cada gene

Nome do Locus TChr pl PM Exp. S/IA aa Int
Gene (Phytozome) kDa

CsDofl orangel.1g011016m 6 7,24 54,82 Fruto 0 495 1
CsDof 2 orangel.1g011169m 5 6,26 53,23 Fruto 1 492 1
CsDof3  orangel.1g011752m 5 6,83 52,17 Fruto 0 478 1
CsDof 4  orangel.1g017919m 6 9,06 38,36 Fruto 0 364 1
CsDof5  orangel.1g019668m 7 9,25 36,62 Folha 0 337 2
CsDof 6  orangel.1g020288m 8 8,87 36,62 Calo 0 328 1
CsDof 7 orangel.1g021502m 2 9,38 33,99 Fruto 0 311 1
CsDof8  orangel.1g021633m 5 7,06 34,87 Flor 0 310 1
CsDof9  orangel.1g021641m  Un’ 8,78 33,75 Fruto 1 309 1
CsDof 10 orangel.1g021974m 8 7,61 34,52 Fruto 0 304 1
CsDof 11  orangel.1g023047m 5 8,37 31,79 Folha 2 288 2,12
CsDof 12  orangel.1g024229m Un 8,81 30,15 Fruto 0 270 2
CsDof 13 orangel.1g024786m 1 8,49 27,23 Flor 0 262 0
CsDof 14  orangel.1g025998m 3 4,66 27,54 Fruto 0 245 1
CsDof 15  orangel.1g036178m 7 6,83 36,09 Flor 0 330 0
CsDof 16  orangel.1g038013m 7 7,96 54,79 Fruto 0 494 1
CsDof 17  orangel.1g040161m 1 9,15 39,17 Folha 0 366 0
CsDof 18 orangel.1g041099m 1 8,15 39,57 Folha 0 361 1
CsDof 19 orangel.1g041420m 1 9,38 33,49 Folha 0 309 1
CsDof 20 orangel.1g042156m 2 9,52 37,02 Fruto 0 336 0
CsDof 21  orangel.1g043493m 3 7,64 26,71 Calo 0 254 0
CsDof 22 orangel.1g043617m 6 558 32,59 Flor 0 291 0
CsDof 23  orangel.1g046549m 1 859 27,11 Fruto 0 250 0
CsDof 24 orangel.1g047290m 2 8,88 20,08 Calo 0 172 0

TChr: localizagdo cromossomal; (pl) ponto isoelétrico do peptideo deduzido; PM, peso molecular;
Orgdo com mais alta expressdo de acordo com “Citrus sinensis — Anotation Project”; (S/A) presenca
de “splicing alternativo”; (Int) nimero de introns; (aa) aminoacidos; (Exp.) 6rgdo com maior
transcri¢éo estimada com dados de RNA-seq (http://citrus.hzau.edu.cn/orange).

Un* (“unassembled scaffold”; scaffold ndo-montado).

Fonte: Elaborado pelo autor.


http://citrus.hzau.edu.cn/orange)
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A presenca do dominio conservado Dof nas proteinas € uma
caracteristica essencial para estas serem consideradas como membros da familia
deste fator de transcricdo. O dominio Dof das proteinas CsDof, baseado no banco
de dados de dominios conservados do National Center for Biotechnology Information

7z

(“Conserved Domain Database - CDD”), € constituido por aproximadamente 52
residuos (Figura 3) e localiza-se na regido N-terminal (Anexo 02), sendo que as
distribuicbes de aminoacidos conservados entre os homo-dominios sdo bastante
semelhantes entre todas as proteinas CsDofs, sendo que 29 dos 52 aminoacidos
sdo conservados em todas as 24 proteinas CsDofs identificadas (Figura 3). A
analise deste dominio nas proteinas identificadas nos trés bancos de dados
analisados mostrou que o motivo CX2CX21CX2C esta presente em todas as 24

proteinas CsDofs putativas.

FIGURA 3 - Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos do dominio de
ligacdo ao DNA dos fatores de transcricdo CsDofs, contendo quatros

residuos de cisteina associadas com a estrutura de dedo de zinco.

T E L T * *

CsDof6 LlIIIIIImIIIfl IIIleIIIIFIIIIIIIIIAIIIHIIVIVIAIIIII
CsDof5 | oY |

CsDof4
CsDof18
CsDof8
CsDof10
CsDof19
CsDof17
CsDof15
CsDof9
CsDof11
CsDof12
CsDof14
CsDof22
CsDof20
CsDof13
CsDof21
CsDof23
CsDof1
CsDof16
CsDof3
csDor2 - RENNEEEENEN-E g BN || 1]
CsDof24 Illl | H-ENNENN:RENEE~-Ni- IIIIIII
CsDof7 1 | H-ENEEEN:NE-~EE~-NE-N-E~ENNN

Nota: Os residuos fortemente conservados podem ser observados no alinhamento acima, sendo que
os asteriscos indicam um residuo perfeitamente conservado.
Fonte: Elaborado pelo autor.




36

5.2 Localizagbes cromossOmicas e duplicacao dos genes CsDof

Os 24 genes CsDof identificados estédo distribuidos na maioria dos nove
cromossomos de acordo com o banco de dados CITRUS Sinensis [2016] —
Annotation Project, exceto nos cromossomos 4 e 9. Os cromossomos 1, 2 e 5
apresentaram o maior niumero de CsDofs (4 genes em cada), enquanto que 3 genes
CsDof foram mapeados nos cromossomos 6 e 7 e dois nos cromossomos 3, 8 e no

“scaffold” ndo-montado (Un) (Figura 4).

FIGURA 4 - Localizagdo cromossomica de 24 genes CsDof nos 9 cromossomos de

C. sinensis.
=
=
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Os numeros de cromossomos e seu tamanho em megabases (Mb) séo indicados na parte inferior do
eixo X. Tamanho do cromossomo é representado usando a escala no eixo Y.
Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os dados de expressao baseados em RNA-seq (CITRUS
SINENSIS, [2016]), os 24 genes CsDof sdo expressos em diferentes partes da
planta, tais como frutos, folhas, flores e calos (Tabela 2). O fruto foi a estrutura da
planta onde o maior nimero de genes CsDof foram expressos, com um total de 12
genes (CsDofsl, 2, 3, 4, 7, 9, 10, 12, 14, 16, 20 e 23), 0s quais apresentam-se
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dispersos nos 9 cromossomos de C. sinensis e no “scaffold” ndo montado. A maior
expressao do restante dos CsDofs foi detectada em folhas (CsDofs5, 11, 17, 18 e 19
- mapeados nos cromossomos 1, 2, 4 e 7), em calos (CsDofs6, 21 e 24, localizados
nos cromossomos 2, 3 e 8) e em flores (CsDofs8, 13, 15 e 22, mapeados nos
cromossomos 1,5 ,6 e 7) (Tabela 2).

Uma arvore filogenética foi construida baseada nas sequéncias de
proteinas completas empregando-se o método de agrupamento de vizinhos
(“Neighbor-Joining” — NJ). Além disso, o0 método de Maxima Parcimdnia (MP) foi
também utilizado, mas os dois algoritmos mostraram-se quase idénticos (dados nao
mostrados). Portanto, somente a arvore obtida com o NJ foi utilizada para as
analises neste estudo. A analise da topologia da arvore das proteinas Dof de C.
sinensis mostrou pares de genes com diferentes graus de homologia (Figura 5), o
que pode indicar a presenca de paralogos. Varios pares de genes CsDof
distantemente relacionados estdo localizados adjacentemente no genoma de C.
sinensis (Figura 4). Entretanto, somente 2 pares foram agrupados, isto €, separados
por menos de 200 kb (dados ndo mostrados). Os genes CsDofl3 e CsDof19 foram
mapeados a 136 kb de distancia entre eles no cromossomo 1, enquanto que CsDof5
e CsDof15 estéo localizados a 158 kb um do outro no cromossomo 7.

Agrupamento de genes geralmente representam paralogos, mas nem
sempre isto é o caso. Para a identificacdo de possiveis paralogos foram utilizados os
seguintes critérios: (a) o comprimento da sequéncia alinhada de aminoacidos
abrange >80% do maior gene; (b) a similaridade das regifes alinhadas é >70%
(YANG et al., 2008). Somente um par de paralogos putativos (CsDofl e CsDof3,
mapeados nos cromossomos 6 e 5, respectivamente) que atendem esses critérios
foram identificados. Portanto, o agrupamento dos genes CsDofs parece ser
resultado de duplicagcbes segmentais oriundas de fusbes e translocagbes
cromossomais derivadas da origem hibrida de C. sinensis proveniente do
cruzamento entre C. grandis e C. reticulata (XU et al., 2013), do que de duplicacdes

em tandem, seguidas pela retencdo dos paralogos resultantes.
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FIGURA 5 - Arvore filogenética construida a partir do alinhamento completo de 24
proteinas CsDof pelo método de agrupamento de vizinhos (“Neighbor-

Joining” — NJ).
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Nota: O alinhamento mudltiplo foi realizado com o programa MUSCLE e a arvore filogenética
construida com o programa MEGA v. 6, com 1000 replicacdes de bootstrap.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Estrutura e anéalise filogenética dos genes CsDof

As estruturas dos genes da familia de genes Dof de C. sinensis em
termos de padrao de distribuicdo de introns/ exons sdo mostradas na Figura 6. N&o
foram encontrados introns em 35% dos genes Dofs (CsDofs13, 15, 17, 20, 21, 22,
23 e 24). Dos restantes, treze contém somente um intron (CsDofs1, 2, 3, 4, 6, 7, 8,
9, 10, 14, 16, 18 e 19) e dois apresentam dois introns (CsDofs5 e 12). Ja o CsDofl1

apresenta um ou dois introns devido a ocorréncia de “splicing” alternativo.
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FIGURA 6 - Estrutura dos introns-exons dos genes CsDof. Exons sao representados

por barras mais grossas e introns por barras finas.
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Nota: O tamanho dos exons e introns em pares de bases pode ser estimado usando a escala
horizontal.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Kushwaha et al. (2011) destaca que existe uma grande similaridade entre
os genes Dof de arroz, Arabidopsis e sorgo em termos de estrutura dos genes desta
familia. Dos 28 genes SbDof de sorgo, 21 apresentaram introns, sendo que o
SbDofl5 mostrou a presenca de dois introns, enquanto que em arroz foram
encontrados 17 genes OsDof com introns em um total de 30 genes (LIJAVETZKY;
CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003).
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5.4 Relacdes evolutivas entre a familia de Dof

Para determinar as relacdes dos genes Dof com os de outras espécies,
foi construida uma arvore filogenética ndo enraizada pelo método de agrupamento
de vizinhos (“Neighbor-Joining” — NJ) com analise de bootstrap (1000 replicacdes)
usando sequéncias completas de proteinas de 24 genes CsDofs de C. sinensis, 36
de AtDofs de A. thaliana e 30 de OsDofs de O. sativa (Figura 7).

Nossos dados mostraram que os membros da familia CsDofs podem ser
divididos em quatro grupos principais (A, B, C e D) e em 9 subfamilias (A, B1, B2,
Cl, C2.1, C2.2, C3, D1 e D2) de proteinas. Portanto, os genes Dof de C. sinensis
apresentam uma classificacdo semelhante com os de Arabidopsis e arroz, mesmo
sendo espécies de familias diferentes como Rutaceae, Brassicaceae e Poacea,
respectivamente. Para os 24 membros da familia Dof de C. sinensis, os grupos C e
D foram o0s que apresentaram 0 maior numero de genes (sete e oito,
respectivamente), semelhantemente ao encontrado em Arabidopsis e arroz,
espécies nas quais estes grupos também apresentaram o maior nUmero de genes
(Figura 7 e Tabela 3). Em relacdo a esses dois grupos, é importante mencionar que
a subfamilia D1 esta entre 0os que apresentam maior numero de genes, tanto em C.
sinensis como nas outras duas espécies usadas nha construcdo da arvore
filogenética. Por outro lado, nenhum dos 24 membros da familia CsDof péde ser
classificado como C3.

Os grupos A e B apresentaram um numero similar de genes (cinco e
guatro genes, respectivamente), sendo que o grupo B pode ser dividido em duas
subfamilias, B1, com 3 membros, e B2, com somente um membro (Figura 7 e Tabela
3). Comparativamente aos dois grupos anteriormente descritos, a distribuicdo e o
namero relativo de genes no grupo A e nas subfamilias do grupo B também

seguiram padrao similar aos observados em Arabidopsis e arroz (Tabela 3).
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FIGURA 7 - Arvore filogenética dos genes Dof Os CsDofs (C. sinensis) foram

alinhados com os membros da familia OsDof (O. sativa) e AtDof (A.
thaliana).
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Nota: O alinhamento miltiplo foi feito usando o algoritmo MUSCLE e a &rvore filogenética construida
com o método Neighbor-Joining usando o programa MEGA 6.0. Os nimeros indicam os valores de

“bootstrap” para 1000 réplicas e os grupos e subgrupos resultantes estédo indicados como A - D e B1,
B2, C1, C2.1, C2.2, C3, D1 e D2, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 3 - Nomeclatura e numero de genes CsDofs (C. sinensis), OsDofs (O.
sativa) e AtDofs (A. thaliana) classificados em cada grupo e subgrupo, de acordo
com a arvore filogenética.

Grupo C. sinensis # de Ortélogos de A. #de  Ortologos de O. #de Total #

Subgrupo genes thaliana genes sativa genes  genes
CsDofs por
AtDofs OsDofs subgrupo
A 18, 7, 15, 6 4.,32,1,7,15 5 10, 12, 14, 28, 5 16
17,19 13
B1 54,6 3 13, 20, 11, 29 4 5,29, 24,21, 22 5 12
B2 23 1 35, 28 2 0 0 3
C1 10, 20, 8 4 16, 31, 10, 34 6 11 1 16
c2.1 911 2 22,8,27,14,21 5 26, 16, 17 3 10
Cc2.2 14, 22 2 2,19 2 8,9 23 3 5
C3 0 0 26, 24, 25, 23 4 0 0 4
D1 16,1,2,3, 5 17, 30, 33, 3, 12, 6 3,4,6,7,1, 20, 7 18
24 5,9 2
D2 12, 21,13 3 6, 18, 36 3 18, 30, 19, 27, 6 12
25,15

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Estudo da expressédo génica de genes CsDof em frutos

Os frutos foram coletados em 6 diferentes estadios de desenvolvimento
de acordo com o periodo de tempo decorrido apds a antese (Tabela 4 e Figura 8).
Os primeiros frutos que foram coletados em diferentes regiées da copa de varias
arvores de laranja-doce cv. ‘Pera’ mostravam-se em estadio inicial de
desenvolvimento e rodeados pelas sépalas em formato de coroa. A partir desta fase,
os frutos foram colhidos a cada 15 dias até atingirem o diametro médio de 4,3 cm
(medido no sentido equatorial, na regido de maior diametro) e 36,5 g de massa
fresca na ultima coleta, aos 90 dias ap0s a antese. Os dados de diametro e massa
fresca dos frutos observados neste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por Araujo

(2010) em estudo sobre o desenvolvimento de frutos na cultivar Valéncia.
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TABELA 4 — Diametro e massa fresca dos frutos de laranja-doce cv. Pera nos seus

primeiros 6 estadios de desenvolvimento.

Estadio de Dias apds a antese ~ Diametro do fruto Massa fresca (g)
desenvolvimento do (cm) + desvio padrdo  + desvio padréao
fruto

1 15 0,57 + 0,05 0,64 + 0,03

2 30 0,9+0,05 2,1+0,05

3 45 1,7+£0,05 6,0+0,10

4 60 29+0,11 13,0+£0,11

5 75 3,1+05 18,2 £ 0,05

6 90 4,3+0,11 36,5+ 0,05

N= 5 frutos

Fonte: Elaborado pelo autor.

FIGURA 8 - Frutos de laranja-doce cv. ‘Pera’ representativos dos coletados em 6
diferentes estadios de desenvolvimento coletados para as analises
de expresséao dos genes CsDof.
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Nota: Da esquerda para direita, frutos com 15, 30, 45, 60, 75, 90 dias apés o florescimento.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em tomate, a expressédo de genes Dof foi estudada e diversos genes
foram considerados 6rgaos-especificos (CAl et al., 2013). Os frutos de C. sinensis
nao apresentam as mesmas estruturas dos frutos de tomate, decidiu-se caracterizar
genes da familia Dof no desenvolvimento dos frutos em C. sinensis, uma vez que
nesta espécie sao relatados poucos estudos de fatores de transcricdo envolvidos
com o desenvolvimento de frutos. Baseado nos dados de RNA-seq (CITRUS

SINENSIS, [2016]), de um total de 24 genes foram selecionados os 12 genes CsDof
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com maior expressao transcricional em frutos para a analise destes em diferentes
estadios de desenvolvimento de frutos na cultivar Pera (Anexo 3).

Foram realizadas reacdes de RT-PCR preliminares para assegurar que
a inexisténcia de amplificacdes de fragmentos inespecificos e contaminacdo. Todas
as amostras analisadas apresentaram somente a producdo de amplicons de
tamanho esperado nas reacgoes de saturacao (dados néo apresentados).

De acordo com os perfis de expressao de CsDof em frutos, os genes
foram divididos em trés grupos quando comparados a expressdo da amostra
controle (folhas). No grupo 1 foram classificados com maior expressao relativa
(CsDofl, CsDof4, CsDofl0, CsDofl6, CsDof23, 8 vezes acima da expressao
detectada em folhas). O grupo 2 foi composto de genes com expressao relativa
intermediaria (CsDof2, CsDof3 e CsDof9, acima de 3 vezes do nivel de mRNA
detectado nas folhas). O restante dos CsDofs apresentaram baixo nivel ou reducéo
da expresséao nos frutos (CsDof7, CsDof12, CsDof14 e CsDof20, abaixo de 3 vezes)
em comparac¢ao com o controle (Figura 9).

O gene CsDofl apresentou maior expressao e manteve uma atividade
transcricional elevada em todos os estadios de desenvolvimento do fruto analisados
neste trabalho. Diferentemente, o CsDof23 mostrou um nivel de expressao
crescente nos primeiros estadios de desenvolvimento seguida de uma grande
diminuicdo conforme a progressdo do desenvolvimento do fruto (Figura 9). Outro
gene com alta expressao relativa, o CsDof4, apresentou uma flutuagdo acentuada
no numero de transcritos, com uma grande diminuicdo nos estadios 2 e 6.
Comportamento similar foi observado para o gene CsDof16 que mostrou um declinio
transcricional acentuado nas Ultimas fases de desenvolvimento do fruto aqui
analisadas. Por outro lado, apesar de mostrar menor transcrigdo que o CsDofl, o
gene CsDofl0 apresentou expressao relativa moderada e uniforme nos frutos do
inicio ao fim do periodo de coleta (Figura 9).

Entre os genes com niveis de expressao transcricional intermediéria, o
gene CsDof9 apresentou um pico de expresséo na fase 4 (frutos com 60 dias apés a
antese), sendo que nas demais fases sua expressao se manteve estavelmente
baixa. Por outro lado, o nivel de transcritos do CsDof3 teve um declinio acentuado
na fase 5 (cerca de 7 vezes), sendo que nos demais estadios de desenvolvimento
este gene manteve um nivel de expressdo moderada e estavel de cerca de 6 a 7

vezes acima do controle. JA4 a abundancia de transcritos do gene CsDof2 oscilou
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durante os diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos, tendo a sua
expressdo mais aumentada nos estadios 2, 4 e 5 e reduzida nos estadios 1, 3 e 6
até cerca de 4 vezes em comparacao ao apresentado nas folhas.

Entre os genes com baixa expressao relativa, os resultados de RT-
PCR semi-quantitativo mostraram que 0S menores niveis transcricionais foram
apresentados pelo gene CsDof7. Estes baixos niveis de expressao foram detectados
em todas as fases de desenvolvimento do fruto mantiveram um grau similar ao
controle (folhas) até 75 dias apds a antese, apds o que a expressao foi ainda mais
reduzida. O CsDofl12 também pertencente ao grupo com baixo nivel de expressao,
sendo mais expresso no inicio do desenvolvimento do fruto (até os 60 dias apds a
antese) e apresentado uma diminuicdo na abundéancia de transcritos de cerca de
50% nas fases 5 e 6. Os genes CsDofl4 e CsDof20 mostraram comportamento
similar com o decorrer do processo de maturagcdo dos frutos, mostrando apenas
pequenas flutuagdes dos niveis de expressdo, 0s quais variaram cerca de 2 vezes

acima daquela detectada no tecido foliar (controle).
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FIGURA 9 - Perfil de expresséao relativa de 12 genes CsDof em seis estadios de

desenvolvimento do fruto de C. sinensis cv. ‘Péra’ (A).

(A)

%y CsDoft

10 4

54

o+ . . . .
1 2 3 4 5 1]

p—_—

n o=

12 CsDof7

1
0g
0§
04
0z
o+ . .
1 2 3 4 5 &

35 CsDof14

Expressao Relativa

3
25

15
05
0+ . i . .
1 2 3 4 5 B

X

O =W h® D

12
10

NoE @@

a

P AT -

[}

CsDof? 10 CsDof3

| 8

1 B

| 2

AARANa [ BA e
2 3 4 5 1 2 3 4 5 [

1 B

CsDofd 14 CsDof10

5
| 4
1 L
1 84 3
| 61 2
| 4 .
| 24
H s BEEa i I I
1 2 3 5 [ 1 2 3 4 5 6

CsDof16

=]

m

o

35 CsDof20 -

=1

3
25
5 1
15 1
1
} o B H m Dju, : . .0
1 2 3 4 5 & 1 2 3 4 5 B

Fases do desenvolvimento do fruto

w & N

CsDofd
IIIII |
1 2 3 4 5 1]

CsDof12

1 2 3 4 5 B

CsDof23

I_l & W
3 5 B

4

1 2

Nota: Os valores sdo médias de 3 replicatas biolégicas independentes. Barras de

erro indicam o desvio padrdo. (B) Gel do RT-PCR semi-quantitativo do gene

normalizador CsEF1-a.



a7

6 DISCUSSAO

A regulacado da transcricdo € um dos mecanismos mais importantes da
expressao génica. O namero, a posicao e a interacao entre diferentes elementos de
transcricdo/regulatérios de um promotor de um dado gene determina o seu padrédo
de expressdo. A ativacdo da transcricdo em taxas mais altas requer a ligacdo de
proteinas, chamadas de fatores de transcricdo, aos elementos regulatérios no DNA
ao redor do gene. Familias de genes de fatores de transcricdo sao classificadas de
acordo com a presenca de dominios de ligacdo ao DNA especificos.

Em C. sinensis, até o presente momento, somente algumas familias de
fatores de transcricao, tais como NAC (OLIVEIRA et al., 2011), MADS-BOX (HOU et
al., 2014), CCH-dedo de zinco (LIU et al., 2014) e ARFs (LI et al., 2015) foram
devidamente caracterizadas. O sequenciamento do genoma desta espécie (XU et
al., 2013) forneceu uma oportunidade de utilizar ferramentas de bioinforméatica para
analisar em detalhe o conjunto completo de genes desta espécie e caracterizar as
varias familias de fatores de transcricdo conhecidas.

Entre os diferentes fatores de transcricdo, os genes Dof representam
uma familia envolvida em multiplas fungbes exclusivamente em plantas e
apresentam o motivo dedo-de-zinco (zinc-finger). Os fatores de transcricdo Dof
foram associados com a regulacdo de processos vitais em plantas, tais como a
assimilacao fotossintética de carbono, acimulo e armazenamento de proteinas em
sementes, germinagao, dorméncia, resposta a fitormonios, tempo de floracdo e
expressdo de genes especificos das células-guarda (YANAGISAWA et al., 2004;
NOGUEIRO et al.,, 2013). Por estarem envolvidos em importantes processos
biolégicos em plantas, as funcdes e a evolugédo dos genes Dofs foram estudadas em
varias espécies, tais como Arabidopsis e arroz (LIJAVETZKY; CARBONERO;
VICENTE-CARBAJOSA, 2003), milho (JIANG et al., 2010), 4lamo (YANG; TUSKAN;
CHENG, 2006), cevada (SHIGYO et al, 2007), Chlamydomonas reinhardtii
(MORENO-RISUENO et al., 2007), trigo (SHAW et al., 2009), sorgo (KUSHWAHA et
al., 2011), tomate (CAI et al., 2013), couve-chinesa (MA et al., 2015), banana (FENG
et al., 2016) e cenoura (HUANG et al., 2016).

Existe uma grande diversidade em termos de numero de genes que

codificam os fatores de transcricdo Dof em plantas. Varios trabalhos descreveram
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diversos genes Dof em arroz (30), arabidopsis (36), sorgo (28), Brachypodium
distachyon (27), banana (74), tomate (34) e couve-chinesa (76), respectivamente
(LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003; KUSHWAHA et al.,
2011; HERNANDO-AMADO et al., 2012; D'HONT et al., 2012; CAl et al., 2013; MA
et al., 2015). No entanto, ha poucos estudos sobre estes fatores de transcricdo em
arvores frutiferas (WU; FU; YI, 2016) e pouca informagdo sobre a sua expressao
durante o desenvolvimento de frutos de interesse econémico. Assim, neste trabalho,
foi realizado um estudo para identificar os genes da familia Dof em bancos de dados
gendmicos para apresentar uma analise completa desta familia de genes em C.
sinensis, incluindo as estruturas intron-éxon, localizacdo nos cromossomos,
comparacao filogenética com outras espécies e expressao transcricional de alguns
dos genes Dof em diferentes estadios iniciais do desenvolvimento do fruto.

Através deste estudo foi possivel identificar 24 genes CsDof nas
sequéncias disponiveis em banco de dados de C. sinensis (CITURS SINENSIS,
[2016]; CITRUS GENOME DATA BASE, [2016]; JGI, [2016]), os quais foram
classificados pela presenca de um dominio de Dof altamente conservado.
Comparativamente a outras espécies, onde o numero de membros da familia Dof
variam de 30 a 90 genes (MA et al., 2015). C. sinensis possui um namero pequeno
de genes (24) desta familia. Apesar dos genomas apresentarem diferentes
tamanhos, C. sinensis com 367 Mbp enquanto que o do sorgo com 750 Mbp
(PATERSON et al., 2009) e de B. distachyon de 272 Mb (VOGEL et al., 2010), o
namero de genes Dof encontrados em C. sinensis € semelhante ao encontrado em
sorgo (KUSHWAHA et al., 2011) e B. distachyon (HERNANDO-AMADO et al., 2012).
E importante ressaltar que, até a presente data, o genoma de C. sinensis foi
montado com 320,5 Mbp, 0 que representa cerca de 87% do genoma (XU et al.,
2013), desta forma é possivel que mais genes CsDof possam ainda ser
identificados.

Do total de 24 CsDofs, 16 deles apresentaram introns (Figura 6 e
Tabela 7). Semelhantemente a outros genes Dof em arroz e arabidopsis
(LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-CARBAJOSA, 2003), sorgo (KUSHWAHA
et al., 2011) e tomate (CAI et al., 2013), os genes CsDof também apresentaram de
um a dois introns em cada gene. Isto € distinto do encontrado em B. distachyon,
onde a maioria dos genes Dof ndo possui introns, sendo que somente 11 deles
apresentaram de um a dois introns (HERNANDO-AMADO, 2012).


http://www.nature.com/nature/journal/v463/n7282/abs/nature08747.html
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Os CsDofs estdo distribuidos em todos 0s cromossomos, exceto nos
cromossomos 4 e 9. As mais altas densidades de distribuicdo dos CsDof foram
encontradas nos cromossomos 1, 2 e 5, 0s quais apresentaram 4 genes por
cromossomo. Em menor nimero, foram assinalados 2 genes CsDofs em cada um
dos cromossomos 3, 8 e no “scaffold” ndo montado (Un). Os demais genes CsDof
localizam-se aleatoriamente por todo o genoma. Comparativamente, em arroz, os 30
genes Dof foram organizados em 11 dos 12 cromossomos, com nimero maximo de
6 genes Dof distribuidos nos cromossomos 1 e 3, enquanto que os 36 genes Dof de
Arabidopsis estéo distribuidos entre todos 0s cinco cromossomos com um MmAaximo
de 9 genes no cromossomo 1 (LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-
CARBAJOSA, 2003; KUSHWAHA et al., 2011). Em tomate 34 genes Dofs foram
distribuidos em 12 cromossomos, exceto nos cromossomos 7 e 12 que néao
apresentaram nenhum Dof (CAl et al., 2013).

Genes homdlogos sdo designados ortolégos e paralogos. Ortolégos
quando estes foram separados por um evento de especiacdo onde cada coOpia do
gene divergiu para duas espécies distintas com a mesma funcdo. Paralogos séo
genes originados por um evento de duplicacdo dentro do genoma da mesma
espécie, ocupando diferentes posicfes com fungbes distintas (GRIFFITHS, 2009).
Duplicagcbes segmentares, duplicagcbes em tandem e eventos de transposi¢do Ssao
as principais causas para expansdo de familias de genes. Dois ou mais genes,
sendo localizados no mesmo cromossomo podem ser originarios de um evento de
duplicacdo em tandem, enquanto que a duplicacdo de genes entre diferentes
cromossomos € designada como um evento de duplicacdo segmentar (LIU et al.,
2011). Cai et al. (2013), em tomate, detectou 11 pares de genes paralogos, 8
oriundos de eventos de duplicacdo segmentar aleatoriamente espalhados por todo o
genoma, enquanto que 3 situados num mesmo cromossomo foram indicados como
eventos de duplicacdo em tandem. Neste trabalho, somente um par de pardlogos
putativos foi identificado (CsDofl e CsDof3, mapeados nos cromossomos 5 e 6).
Portanto, o agrupamento dos genes CsDofs parece ser resultado de duplicacdes
segmentais oriundas de fusdes e translocagdes cromossomais derivadas da origem
hibrida de C. sinensis proveniente do cruzamento entre C. grandis e C. reticulata
(XU et al., 2013), e ndao de duplicacbes em tandem, seguidas pela retencdo dos
paralogos resultantes. Liu et al. (2014), em uma analise da familia dos fatores de

transcricdo dedo-de-zinco CCCH em laranja clementina (Citrus x clementina),
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também observou a presenca de poucos paralogos em citros, sugerindo que a
ocorréncia de duplicacdes em plantas citricas € muito menos prevalente quando
comparados com Arabidopsis e arroz.

A analise comparativa dos genes da familia Dof de laranja-doce com os
de arroz e Arabidopsis pode auxiliar a estabelecer as relacdes filogenéticas entre os
genes CsDof e inferir a historia evolutiva desta familia de genes. Para tanto, uma
arvore filogenética, com base no alinhamento de sequéncias das proteinas Dof
(Figura 7) foi construida. Esta analise indicou a existéncia de 4 grupos (A, B, C e D)
e 9 subgrupos (A, B1, B2, C1, C2.1, C2.2, C3, D1, D2) de genes CsDof (Figura7). O
grupo D1 apresentou o maior nimero de genes (18 membros) enquanto que o
menor grupo foi o B2 com 3 membros. Esses resultados foram semelhantes aos
foram obtidos em tomate (CAIl et al.,, 2013), couve-chinesa (MA et al.,, 2015) e
banana (FENG et al., 2016), espécie esta onde o grupo D1 se destacou por ser o
grupo com mais membros (23, 21, 25).

O agrupamento e a classificacdo dos genes CsDof mostram uma
grande similaridade com a encontrada por Lijavetzky, Carbonero e Vicente-
Carbajosa (2003) em Arabidopsis e arroz. Como esperado pelo tempo de
divergéncia evolutiva de monoticolodonias e dicoteleddnias (WOLFE et al., 1989), os
genes CsDof foram agrupados mais proximos aos seus ortologos de Arabidopsis
(Figura 7). Kushwaha et al. (2011) encontrou grande similaridade entre AtDofl7,
AtDof30 e AtDof33 em arabidopsis, que sdo as proteinas também denominadas
CDF (Cycling Dof Factor) e estdo associadas a regulacao do fotoperiodo e controle
da floracdo (IMAIZUMI et al., 2005; FORNARA et al., 2009). Neste trabalho, esses
trés Dofs de arabidopsis foram agrupados no grupo D1 juntamente com os CsDof 1,
2, 3 e 16 os quais sdo mais expressos em frutos de acordo com os dados RNAseq
(CITRUS SINENSIS, [2016]). Ja o gene que codifica para o AtDofl8 (OBP1), que
segundo Skirycz et al. (2008) est4 envolvido na regulagdo do ciclo celular, esta
classificado no grupo D2, préximo do CsDof13.

Em Arabidopsis, os genes AtDof 23, 24, 25 e 26, pertencentes ao clado
C3 formam um grupo separado dos demais Dofs, semelhante ao o que foi relatado
anteriormente por diversos autores (LIJAVETZKY; CARBONERO; VICENTE-
CARBAJOSA, 2003; CAl et al., 2013; HUANG et al., 2016, MA et al., 2015). Estes
genes AtDofs estdo presentes em poucas espécies, principalmente em cruciferas,

sendo que nenhum homoélogo aparente foi observado em arroz, tomate, cenoura,
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repolho chines, banana (FENG et al., 2016) e, também, neste trabalho com C.
sinensis.

Os genes Dofs pertencentes aos mesmos grupos e subgrupos nao
apresentam estrutura e arquitetura de dominios similares, o que sugere que estes
genes podem ter diferentes fun¢cdes moleculares e bioldégicas. Uma vez que os
padroes de expressao dos genes podem fornecer informagdes importantes para a
funcdo dos mesmos, neste estudo analisamos o perfil transcricional de 12 de genes
CsDof em diferentes estadios de desenvolvimento de frutos. A escolha desses
genes foi baseada nos dados de expressdao de RNA-seq (CITRUS SINENSIS,
[2016]), que mostraram que o fruto foi a estrutura da planta onde o maior numero de
genes CsDof foram expressos.

O amadurecimento do fruto € um processo altamente complexo que
envolve mudancas importantes na cor, sabor, aroma, textura e contetdo nutricional
da polpa, sendo controlado por redes de regulagdo transcricional que envolvem
varios fatores de transcricdo (GIOVANNONI, 2004; KLEE; GIOVANNONI, 2011;
MARTEL et al., 2011; GAPPER; MCQUINN; GIOVANNONI, 2013; SEYMOUR et al.,
2013a, b; CHERIAN; FIGUEROA; NAIR, 2014). Ao longo dos ultimos anos, mais e
mais fatores de transcri¢cdo relacionados com o amadurecimento de frutos, como as
familias MADS-box / NAC / NOR, CNR, ERF e Dof tém sido relatados (ELITZUR et
al., 2010; YIN et al., 2010; KLEE; GIOVANNONI, 2011; SEYMOUR et al., 2011; CAI
et al., 2013; KARLOVA et al,. 2014).

Segundo Araujo et al. (2010) o desenvolvimento dos frutos de C.
sinensis pode ser dividido em 3 fases, sendo a primeira relativa aos cerca de 21 dias
iniciais de desenvolvimento, a segunda fase de 120 dias de crescimento acelerado e
uma terceira fase caracterizada pela desaceleracdo do desenvolvimento inicianda
aproximadamente 160 dias apds a antese. Nesse trabalho os frutos foram coletados
de 15 até 90 dias de desenvolvimento do fruto (Figura 9), com o intuito de analisar a
expressdo dos genes Dofs somente nas fases iniciais e de r4pido crescimento dos
frutos.

Conforme esperado, os genes CsDof analisados mostraram diferente
niveis de expressdo no decorrer dos diferentes estadios de desenvolvimento do
fruto. A expressao de transcritos do gene CsDofl foi a mais alta em todos os
estadios analisados, indicando que este gene provavelmente possui um papel

importante no desenvolvimento dos frutos de laranja-doce. Ao contrario, o CsDof7 foi
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0 menos expresso nos 6 estadios amostrados. Especificamente no inicio do
desenvolvimento dos frutos (estadio 1 até os 15 dias ap0s a antese), 0s genes mais
expressos foram os CsDofl, 4, 10, 16 e 23, 0s quais apresentaram uma posterior
diferenciacdo no nivel de transcritos entre eles nos demais estadios, como podemos
observar notadamente com o CsDof23. Cai et al. (2013) trabalhando com genes da
familia Dof em tomate, destacou que os genes SIDof3, SIDof22 e SIDof32 tiveram
uma expressdo mais alta em frutos indicando que eles poderiam desempenhar um
papel chave no desenvolvimento deste 6rgdo. Feng et al. (2016), estudando 25
genes Dof em banana observaram diferentes padroes de expressdo de MaDofs
durante o amadurecimento do fruto, sendo que os genes MaDof2, 3, 10, 20, 23, 24 e
25 foram induzidos com a aplicagédo de etileno e atingiram o seu nivel maximo apos
3 a 5 dias de armazenamento. Na arvore filogenética podemos observar que CsDof
1 e 16, com alta expressédo em fruto, foram agrupados no subgrupo D1, da mesma
forma que outros trabalhos os genes SIDofs3 e SIDof22 de tomate (CAl et al., 2013)
e 0s genes MaDof2, 3, 10 e 20 de banana (FENG et al., 2016) tambem foram
classificados no grupo D1 sendo tambem o0s mais expressos . Este subgrupo D1
apresenta o maior niumero de membros nas espécies mencionadas acima, como
também em C. sinensis.

Comparando com os dados do RNA-seq (JIAO et al., 2013; CITRUS
SINENSIS, [2016]) (Anexo 3) com os obtidos por RT-PCR semi-quantitativo obtidos
neste trabalho, foi possivel verificar que os genes (CsDofl, 2, 7, 10, 12, 14 e 16)
apresentaram uma expressao relativa similar entre os dois métodos, com uma
abundancia de transcritos bem maior nos frutos do que nas folhas. Destes,
destacam-se 0os genes CsDofl e CsDofl0, que apresentaram alto nivel de
expressdo transcricional em todos os estadios de desenvolvimento dos frutos.
Entretanto, alguns genes ndo mostraram niveis similares de expressao nos frutos
em relagdo aos observados nas folhas quando comparados com os perfis de
expressao obtidos por RNA-seq. Por exemplo, enquanto os genes CsDof3 e
CsDof23 mostraram respostas transcricionais semelhantes entre frutos e folhas
pelos dados de RNA-seq, aqui os resultados obtidos com RT-PCR semi-quantitativo
mostraram que isto s6 ocorreu no estadio 5 (75 dias apés a antese) e ap0s o estadio
4 (60 a 90 dias ap0s a antese) para os genes CsDof3 e CsDof23, respectivamente.
Convém ressaltar que diferentemente dos dados de RNA-seq obtidos por de Jiao et

al. (2013) e apresentados no banco de dados “Citrus sinensis — Annotation Project”,
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neste trabalho as amostragens foram realizadas em diferentes estadios de
desenvolvimento do fruto, desta maneira podem particularizar niveis de expressao,
ao contrario dos dados de RNA-seq que se referem ou a uma amostragem de frutos
em um unico estadio ou a um pool de estadios de desenvolvimento. Adicionalmente,
salienta-se que estas poucas divergéncias podem ser devidas as diferentes
capacidades de detec¢cdo da quantidade de transcritos entre os dois métodos de
analise, a utlizacdo de diferentes genodtipos e/ou a complexidade bioldgica
resultante dos efeitos ambientais nos locais de cultivo das plantas utilizadas para a

coleta dos frutos.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta uma completa identificacdo e analise dos
genes da familia de fatores de transcricdo Dof em C. sinensis. Um total de 24 genes
Dof completos foram identificados no genoma de C. sinensis. De acordo com a
estrutura, as caracteristicas das proteinas, a andlise filogenética, e a comparacéo
com homodlogos de arroz e arabidopsis, 0os genes Dof foram agrupados em quatro
grupos (A, B, e C) e 9 subgrupos (A, B1, B2, C1, C2.1, C2.2, C3, D1, D2). Somente
um evento de duplicacéo foi identificado nos cromossomos de C. sinensis. Os dados
de expressao diferencial de transcritos de 12 genes Dofs em diferentes estadios de
desenvolvimento dos frutos evidenciaram que eles desempenham um importante
papel na regulacdo do desenvolvimento de frutos. Consideradas em conjunto, estas
informacdes podem trazer novos recursos para futuras analises funcionais da familia

de genes Dof em Citrus e em outras espécies frutiferas.
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ANEXOS

Anexo 01. Sequéncias completas de aminoacidos das proteinas CsDof.

CsDof1l

MAEPKDQGIKLFGRTIPLPEVTPSVGAAPSVDDR IDQDPTCSTNSSRESDKSRDGEERDS
EKEMSVDKPVETKQEDEAPPENSEESTNPGSTSG I SENPKASPVEKECTTVKTSKTEEEQ
SEPSTSQEKTLKKPDKILPCPRCNSMDTKFCYYNNYNVNQPRHFCKNCQRYWTAGGTMRN
VPVGAGRRKNKNSASHYRHITVSEALQNVRTDVPNGVHHPALKTNGTVLTFGSDAPLCES
MASVLNIADKTMRNCTRNGFHKPEELRIRLTYRGGENGDNYAHGSPVTVSNSKDEAGKTT
SQEAVVQNCQGFPPHVACFPGAPWPYPWNSAQWSPPVTPPAILPPGFPMPFYPPAAYWGC
TVPGAWNIPWIPQPTSPKTPSSAPNSPTLGKHSREESLVKASNSEGQEQHKENNAERCLW
VPKTLRIDDPGDAAKSSIWTTLG IKNDKADS I GRGGLFKAFQQKNDGRGHIAGTSPVLQA
NPAALSRSLNFQESS

CsDof2

MNGGDMSAP IKDPAIKLFGAKIPVPDTRIPDVCKQITKEEAEDNHEYNSEEPDKSSSLNN
VKEGARNFVQANG I QANAKTKADQSESNTDQEKAFKRPDK 1 IPCPRCNSMDTKFCYFNNY
NVNQPRHFCKNCQRYWTAGGTMRNVPVGAGRRKNKHFASQYRQILVSSDGVPVTGLETPN
SANQQLMLCGDSATTFRPSTGNGTVLKFGPETPLCESMENVLNLRDQKRSVEICTVTCVE
NKEEPSSSGSPVTASS IRGNELPESVMQKEQVMMTGSCNELNMQQSMHCYPVSPWGVPWN
PNNVASMEAAQNPSDRVCVPNGSNPGPVQWCPTTVLAVPGFCAPNIPLQFVPASYWGMGY
WAAGAGNIPLTGSNGCLSPSSSTSNNSCCSGNGSPTLGKHSRDPNLTDEGQSEKCVLVPK
TLRIDDPDEASRSP IWATLGFKPDQKDLKSGGA I FKDFETKKGGKADVLDGAE I LESNPA
ALSRSHTFQEST

CsDof3

MRQESKDPAIRLFGKKIAFPSDGEVPVIFSEELPSPAAKEECS IEAEEEKAEEDSSAVKA
AETTQQDDTTPPN IDESKIPESPEANVNPKTPS IDDETAKSKAAKSEKSQNDASNSNSQE
KTLKKPDKILPCPRCNSMDTKFCYYNNYNINQPRHFCKACQRYWTAGGTMRNVPVGAGRR
KNKNCASQYRHITISEALQAARIDAPNG I SHPSVKSNGRVLSFGLDAP I CDSMASVLNLA
EKKVLNGTRNGFHGFQEQE IPVPCRGGENGDDCSSGSS I TVSNPMEEVGRNGMQEPLMRS
INGFPSPIPCLPGVPWPYPWNASVPPPAFCPSGFPMSFYPAAFWNCG IPSTWNMPWISPQ
SSPNQKSPSSGPNSPTLGKHSRDADM IKSENMDKEELSKEKNRCVLVPKTLR IDDPNEAA
KSSIWATLGIKNESLAGGRLFKGLQSKSDEKSHMAETSPVLRANPAALSRSLNFHEST
CsDof4
MVFSSIPAYLDPANWQQQPNPQTGASTGVSTQFVQPQAPPPPPPQPHGSGGGGAGSIRPG
SMADRARMANVPMPEAALKCPRCESTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGALRN
VPVGGGCRRNKRSKGGSSGSSKSPVNSTDRQTASGNNSTSTMSCNNSGGASDILGLGPQI
PQLRFMTPNLHHFTSEFPSGD IGLNYGSLTAPPVANELNFGGSLLSSLSGLDQWRLQQQA
HHHQQFPFLGGLDSSSSSPSGLYPFEGGVEASGYGVGGSAGQIRPKISSTGIVSQLAAAA
APVKMEESSHHHHQQQQE INLSRQFLGMQGNEHQYWSSTTAAGAAAAGWTDLSSFSSSST
SNPL

CsDof5
MVFSSVPVYLDPPNWQQQQPTHHQPQGGGGG I DGSQLPLPPMLPMGSGGGSTGA IRPNSM
TERARMAKMPQPETALKCPRCESTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGALRNVP
VGGGCRRNKRSKGRNSRSKSPAVTEGQATAGTSSSSALSSRN I 1GRMQNPQQQ IPMLPNL
HHLNDYNSSD IGLNFGG IQIPSQGVACNGND IGFQVANGTSNSGS I LSSGLVEQWKLQQF
PFLSNGLEQVTGLYPFDTEIMEPQSYT IGQLRSKSAALDSEATQFANVKMEDNTQSLNLS
RNFLGINSANDHQYWGTNNNAWSDLSGFTSSSTSHLL

CsDof6

MVFSSVPVYLDPPNWHHQQPNHQQGAGSENPHQLPP IPSAPHHVVGVGGAPGGAGS IRPG
SMADRARLAKIPHTEVPLKCPRCDSTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKACRRYWTRGGALRN
VPVGGGCRRNKKSKSSSSSSKSPANNTEKLQQMGNSNSTSSLPPE I IGHLQQQCNTPHQI
PLMPSLHNLSQYNMGS IGLNFGG IGASSGVGSSHSTDHVGFQ IGSNSSMSSSA I LSAGGG
VQQFTFFEPPNTGLYSFQAEGIEAPSSLVVASNPRVSEQAPAKMEDHHQELNLSRPFFGI
SENNQYWSGNNWTDLSALNNSTSTNHLL

CsDof7
MGLSSKQVSSDGQGWSQSLLQAQTLELPKPASVKRPLQQQSSLNQQQQAEPLKCPRCDST
NTKFCYYNNYNKSQPRHFCKACKRHWTKGGTLRNVP IGGGRKSKRLKTSDNAATSTATAT
ASRVSTHVAVQSQQQRQILPFPLGDDQKNLSDVPLYQPL IHPPSNLLESKGMGTNNINVG
NPFISSSLGIPQIQIQKYQSLTLPNHASASSFNPTPST ISNSFQRSASVINYAGEITMED



PTNVINTTSTTATSMPITIASSSAVTQPWQQVASTSSGTNNMTTSYWNWDD IDTFVSTDL
NI1PWDDSDIKP

CsDof8

MMGLTSLQVCMDSSDWLQGS IHEESGLDSSSPSGDMLTCSRPLMERRLRPPHDQALKCPR
CDSTHTKFCYYNNYSLSQPRYFCKTCRRYWTKGGTLRNIPVGGGCRKNKKVSSKKSNDQS
MNQNPGSSSHNPTDLQLSFPEMQFSHLGN I LGAHGTLANNHNFMDNKYSAMLENPRP IDF
MENKLEA1VGSSRNYDFMGNNGDMGMVGGLGNLSHHHQEGLTPNVHNLCSPFGMSLDGTG
GTFIDGCQRIMLPYDANEVQNAIDVKPNAKLLSLDWQDQSCSDVGYLGNLGSSWSGMMNG
YGSSTTNSLV

CsDof9
MDAAKWPQONFPEVGGVKAMEEVVSNTCNSSSSSRPPMLERKARPQEQLNCPRCNSTNTKF
CYYNNYSLTQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRKNKRS I SSSAAAASSSNNNNNN
NNNYNKL I IPDLNPPSLSHFSSHENPK I LKGGQDLNLGFQVMHNNANDMSQYADHPAVAS
KAETNTTSNDN INNNMSPVSALDLLRTGIASRAGLDHFIPTPMPDSNTLFSSGFPLQDIK
PAATLSFSIDQANRFG IQDNIGNGSRLFFPFGELKQLSSASTTEVDHHSNKGTSTSTGYW
NGMFGGGSW

CsDof10
MDASSGQHQEMATHSLESMLVCSKAQQERKPRPQPEQALKCPRCDSTNTKFCYYNNYSLS
QPRYFCKSCRRYWTKGGTLRNVPVGGGCRKNKRSSSSSSKRSQDQPLMSSNTSPLTNFPP
LSYDTNDLSLAFARLQKQNGGQLGFDDQHDFSILGNPVYSSHCDILGNPSISSSTSATTTP
AFLDALRSGFLDTHNNFQNLYYGFGNANSMGEVDHHHHHHLNHNHDHGASAEMLMPFGDH
QMSATNATTTAVTVTTMKQELCNSRESENSKVLWGFPWQLNNADASMNNELNSTWHGLLN
SPLM

CsDof1l1

MDTAQWPQE I VVKP IEEIVTNTCPKPASAAALERKARPQKEQALNCPRCNSTNTKFCYYN
NYSLTQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRN IPVGGGSRKNKRSSSSSKKLPDPATPPSHHPHQN
PKIHDHGEDLNLSFPAATTQGYRSFSELVQLPNIDNKSQIPISSSTTTTTTTTSSQQLSA
LELLTGISSRGLNSFMPMPVPDPNAIYAPGFPMQDFKPTLNFSLDGLGSGYGSLHHQSVQ
ENNGRLLFPFEDLKQVSSTSDHMEQNREHGDSSGYWTGMLGGGSWWGA

CsDof12

MDTAYHWPQKSQKSYYNLLYCFCNPSP ICKGIGFVTPMEAGSNPTLERRPKPQRERVLNC
PRCNSTDTKFCYYNNYSFSQPRHFCKTCRRYWTAGGSLRNVPVGGGSRKNKRSSSSSGLS
MNLTDLNTPCFPDQSAVSSDHNPNST IHHEYHRDLKLAYPPNYTESK1SSSSSASSSEFN
SFMGMPAAASNSNANATCQSGN I LLQEPKKTLDFSSSDGFENNGARLWFPLQD IKPEISN
TTTDRFELNRGQAQAESTGYWTRLLGGGSW

CsDof13
MPTDSNENNNNNNNNSSSSSSNKRVTAKNPAAEQEQLPCPRCESTNTKFCYYNNYNFSQP
RHFCKSCRRYWTHGGTLRD IPVGGGTRKNAKRCRTIPSSTCAATNTMS I TPGVAVGSAHQ
DYPLHATPVLVPFQGGSAPLKAANMNGGYGVCGNGTGAGGFASLLSPQGPGFLALGGFGL
GLGSGFVGDVGLAGLGRGAWGLAGVSDAGAAAANGGGGGGSSG IGNTWQFESGEATTTSG
FGTADCFSWPDLAISTPGNGLK

CsDof14
MEKKWKPDVETAPSCPRCASPNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGG
GCRKNGRAKSSRRKSPFNNDRPKASCSSDHTDDAVSTPNGGSD IDLAVVFANSSTPDNVV
QNDDFNVHNVMGNGDLN I LGEFPQVFGQLQEEEDRRVQDFLEDDMVNAHGLQALLGDE IV
DHQVALWSDQAETETLPNFTWQRAMFQLQDFDSFPADDQLKASANL I SDNWTSFDLPGFE
LYSRP

CsDof15

MQDIHS IGGGRLFGGGGGDRRLRPHPHQNHQALKCPRCDSLNTKFCYYNNYNLSQPRHFC
KNCRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRKTKRSSKPKPNSESSAQTQTQTQTEAPAAGERDRKAN
SHSSSESSSTLTVTNNNNNNNNTSVETVSVHSSSSVSNVLSAMNNNNNNNNNDPGFETAP
TTALLDQASSDCGIFSEIGSFTSLITSSNEALPFGFSNLLNNAQQNLEHVQNEQQWQQEQ
QKLASASSMGGHHELKLHEMASGLLDQTVHDELSALQDRSGNTGGFGSLDWHGSADHQGL
FDLPNAVDHASYWSQSTQWTDQDHPSLYLP

CsDof16
MSEVKDSAIKLFGOMIPLSLLKFQQQQGPETLANDHSASDDDHHQEACCDRNPETALREE
SSNKQQQQQQQQQQRDDKEHSGQQ I IEDEHEDVTSKQKDP ITSSGNSDNPKTLSVDRETR
SLKSSKNGEQSETSNSQEKTLKKPDKILPCPRCNSMDTKFCYYNNYNVNQPRHFCKNCQR
YWTAGGTMRNVPVGAGRRKNKSSSASNYRQ IMISEALRTFQANASGGVYKPYSGNNGTIL
TFGSDSPLHESVASVPNLSDKSQNCLRNGFHRSEQKILVSGTDNGSSITASSSLEKGGNC
TSQDIRTKNYRGSVPQVPYFPGPPWPHHWNTPMPPPGFYPSGFPVSFYPETTYWGCAVPG
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YCNMPCVPPNASLQSQFVPKTLSTPTLGKHSRDGD I I TPASTEKEEPSTGSRNSERCVLV
PKTLRIDDPSEAAKSS IWATLGIKNEKTTSAGECLFKGFQSKSDHRNY IAETSEVLQANP
AALSRSLNFHERHN

CsDof17
MIQELLGAAGFISGDRKISITGSIFEGTTSPLPPCTTTTTATVTTTTATAAPPPPPPPLP
TTTTSNTDSNIGNNTNNTSSNSGNNQNLRCPRCDSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRR
YWTKGGALRNVP I GGGCRKNKSSSTVTAASFGKSSSSSSAANKMKTVAYE I GRGGFVHHP
HEYYSSTP IMWNNSPHNSQLLALLRTSQNPNINPTGPSTSTSSVRVKEEQGV IGTHHVIK
GEPVGDTAAVLNSGTMVFNPLSQQLQVPSQLGLWKNNQHQ IQAPQQNGFLVGHEVQNSGY
QELYQRFKSSTNNYYADHLASPVVLSNAASSTTT ILESAPVAGGELGYWNPVFSWSDLST
TNGSYP

CsDof18

MLSNCEKMVV ISSTTNEWPQNHQ I DEKNLMASTGRVMDKAGQEPPQQQQQPPLKCPRCDS
SNTKFCYYNNYSLSQPRHFCKACKRYWTRGGTLRNVPVGGGCRKNKRVKRPASANNS IDG
SNPSAAANPNNPHSQRQIDISSTSNHINPLFFGLSTNPSDMNLPFSTFNSRVVSSLDTIS
GYDLQPQLNALGLGFSSGL IMSNTDVGDCNYRNGFNPNKQIQEVVTSSNSLLSSYPTFGS
SSSSPTIASLLASSLHQPKFMNGVVKSSTEAPNHFNNNLASFEDLQMTANNNNNNGEAAR
TGMMKEVKAEEGQRRMDWNVECQNQMEQ IGLADPSLYWNSTSSVGAWHDPSNIGSSVTSL
|

CsDof19
MSSENILTTQAVMTKEENQNPAGNRKTASTRPQEQALKCPRCDSPNTKFCYYNNYSLTQP
RHFCKTCRRYWTKGGALRNVP I GGGCRKNKK I KSSSRLSVDSKDSASSSE I GGFKFFHGL
SPAMDFQLGGLSFPRLNPSSAG ICSQFSSFGDATSPSYFGLDPSASSANHPLTGFNYPLS
SIVANTFVEQFKKWQQRLAMLFGGENQKETTVASAQLETQTQKPQP ILFONLE I SSKPEA
PAVGNSRKEGASGESTATEWFFGNSYAPVTAGTPTTTSSGGNGGNDNT INNWNNGAQGWS
DLHRYSGLP

CsDof20
MQQQERGGSSEERKQQDRRLKTMQGGTENQQQQEQPQPQKCPRCESLNTKFCYYNNYSLS
QPRYFCKTCRRYWTQGGTLRNVPVGGGCRKGKRTKTSSVSGEASRASQPPQPPSPPHPNL
TTTQQONILSSSNPVITTGPPVLRTKLEPAAASPSMGSYYPSGGFLSSLAAIQSQSFNPQP
LHQAFNVGGADHHHN IGGSSNLDLLQGFSTVPSFGSSHTQHQQ I1QQSKI1YHHQMGN IDKS
ANPMHMMYHT IPSDQENLT IQSRRPGSSTSHHQQHDWHQQGSF INNSNNPNVPDHDTSLW
SISTASANSNNTNTASVSGSLNPNQWRDLPGYGPPP

CsDhof21

MPSESTDRKLARAHNP ISTYPPPKVTESLPCPRCESTSTKFCYYNNYNLSQPRHFCKSCR
RYWTQGGTLRNIPVGGGTRKNSKRTRISSSSSSGAVVATANSSSCSSAVTHDRVAEPANP
VSVLPCGNPEMGL ITMTDVNLNDSVGVPGSGSYTTMLNMQIQGONFLGLGGFHNHGYGIG
SGLEELELGFGTARSWDIPGTGYACTGGGSGAATSGCNTWQMMNGDDQGGNDVGEDCFGW
SGLAISTPAGKDLK

CsDof22

MERVWNHKPNVE I SPNCPRCGSSNTKFCYYNNYSLTQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPV
GGGCRKNRRGKSVRLSTDGVSSKALSYMGE INKVNGFLESTSTSSLMQQQDGSHIDIALV
FANFLNQPPEEKPAGSFELPEFPD IDPSMEFNSCMVSTNLESRVQLPEENVNNGLVRSLS
FSDLSSAETQTHFRDNDQSYYSMFDSVQKHGHHVQDG IQSNQVLPPLPSEE I LWLNSQMM
MNQSLQAAAAAATHEPMLGPADDHQAQDPNNLLFGNWSPFDFSSDDTFSKT

CsDof23
MQDPATFNPMKPHFPESEQLKCPRCESTNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKNCRRYWTRGGAL
RNIPIGGGTRKSNTKKRQKPDPDPSRSNPTRKSQETANTQSMLQAAATTSTSSQEPAVTL
PGAVARESGTEHDPRRLYGLPLDQDHKMLD I TGSFSSLLASNGGLGSVLDG I TPNGSGFK
MVQOMGGFGENFGSDQSLDL I SVRGSGSQNQGNNNGGESFMQSGNNDSSCWSGGSNGWPDL
AIYTPSSNFQ

CsDof24

MGNDEEEQG I KLFGKT ITLHGRQVKEEQNQRGSDQPQAVVDKRPDK 1 IPCPRCKSMETKF
CYFNNYNVNQPRHFCKGCQRYWTAGGALRNVPVGAGRRKTKPPGRGLPDGCLYDVASGDH
HHQLLHHQLDQFDLEGVFVEDWHPAAAAHGYGGFQNAFPVKRRRSNSGGQLC
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Anexo 2. Posicao do dominio Dof nas sequéncias de aminoacidos dos 24 genes de
C. sinensis. O comprimento das proteinas CsDof pode ser estimado utilizando a
escala acima da figura. O numero entre parénteses ao lado de cada gene indica o
namero de aminoacidos em cada proteina. Posi¢cdo do dominio Dof em cada gene é
marcada com caixa verde.
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Anexo 3. Dados de RNAseq dos 12 genes CsDof escolhidos para avaliar a
expressdo por RT-PCR semi quantitativo durante as fases iniciais do
desenvolvimento do fruto.
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