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RESUMO

DUARTE, Rafaela Pereira; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; marco de 2023; Analise proteémica comparativa em botdes florais
de Mamoeiro: abordagem sobre a diferenciacdo do sexo e estudo de heterose;
Orientadora: D.Sc. Helaine Christine Cancela Ramos; Conselheiros: D.Sc. Messias
Gonzaga Pereira e D.Sc. Vanildo Silveira.

O mamoeiro (Carica papaya) € uma espécie trioica, apresentando plantas
femininas, masculinas e hermafroditas. A diferenciacdo sexual tem um grande
impacto para a cultura, visto que apenas as plantas hermafroditas produzem frutos
com valor comercial. Além da onerosa etapa de sexagem para selecao das plantas,
estresses ambientais podem resultar no desenvolvimento anormal das flores em
plantas hermafroditas. Contudo, os mecanismos moleculares que regulam o
desenvolvimento floral e a diferenciacdo do sexo em mamoeiro ainda sdo pouco
conhecidos. Assim, através da analise protedmica comparativa, o presente estudo
teve o objetivo de identificar proteinas associadas a determinacao do sexo de flores
femininas e hermafroditas de mamoeiro, bem como identificar proteinas nao
aditivas em botdes florais hermafroditas de um hibrido de mamoeiro em
comparacao com suas linhagens parentais. Proteinas de botdes florais em estadio
inicial e final de desenvolvimento de trés genétipos de mamoeiro (UENF-CALIMAN
01, JS12 e Sunrise Golden 7212) foram estudadas por meio de analise protedémica
combinando o método shotgun e a tecnologia nanoESI-HDMSE. Em bot6es em
estadio inicial de desenvolvimento, 496 (35,9%) proteinas apresentaram

abundancias significativamente diferentes entre o0s sexos (P <0.05,

\Y



|log2FoldChange | > 0.5) para genotipo SS 72/12, 139 (10%) para o genétipo JS12
e 165 (11,9%) para o gendtipo UC-01. No estadio final de desenvolvimento, 181
(13,5%) proteinas apresentaram abundancias significativamente diferentes para O
genotipo SS 72/12, 113 (8,4%) para o genotipo JS12 e 125 (9,1%) para o gendtipo
UC-01. Estudando apenas as proteinas que apresentaram o mesmo padrdo de
acumulo nos trés gendtipos estudados, verificou-se que um grande grupo de
proteinas diferencialmente acumuladas entre os sexos estavam relacionadas ao
metabolismo de carboidratos, monossacarideos e aminoacidos. As vias de
biossintese de esporopolenina e fenilpropanoide foram enriquecidas nas amostras
hermafroditas nos dois estadios de desenvolvimento, ademais observou-se
interacOes preditas entre proteinas envolvidas nessas duas vias, o que reforca o
envolvimento de intermediarios da via de fenilpropanoide na biossintese de
esporopolenina, principal componente da parede exterior do polen. Grande parte
das proteinas diferencialmente acumuladas apresentaram papel chave na sintese
de pectina, celulose e lignina. Esses compostos tém importante funcao na formacao
da parede celular e parecem estar relacionadas com o desenvolvimento das
estruturas masculinas das flores, especialmente na formacao do revestimento do
pélen. Os resultados sugerem que flores hermafroditas necessitam de maior gasto
energético durante o seu desenvolvimento, provavelmente devido a formacéo da
complexa parede externa do pélen. Em relacdo ao estudo de heterose em botbes
florais hermafroditas, pode-se identificar varias proteinas ndo aditivas, sendo a
maior parte delas acumuladas em botdes florais em estadio inicial de
desenvolvimento. A fotossintese se destacou dentre as vias enriquecidas entre as
proteinas ndo aditivas, podendo ser um indicio de um melhor desempenho
fotossintético e de uma melhor resposta a estresses abidticos em botdes florais

hermafrodita do hibrido UC-01 em relacdo aos seus parentais.

Palavras-chave: mamao; proteoma; diferenciacao sexual; desenvolvimento floral.
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ABSTRACT

DUARTE, Rafaela Pereira; D.Sc.; North Fluminense State University Darcy Ribeiro;
march of 2023; Comparative proteomic analysis in papaya flower buds: approach
to sex differentiation and heterosis study; Advisor: D.Sc. Helaine Christine Cancela
Ramos; Counselors: D.Sc. Messias Gonzaga Pereira and D.Sc. Vanildo Silveira.

Papaya (Carica papaya) is a trioecious species, with female, male and
hermaphrodite plants. Sexual differentiation has a great impact for the crop, since
only hermaphrodite plants produce fruits with commercial value. Besides the costly
sexing step for plant selection, environmental stresses can result in abnormal flower
development in hermaphrodite plants. However, the molecular mechanisms that
regulate floral development and sex differentiation in papaya are not well
understood. Thus, through comparative proteomics analysis, this work aimed to
identify proteins associated with sex determination of female and hermaphrodite
papaya flowers, as well as non-additive proteins in hermaphrodite flower buds of a
papaya hybrid in comparison with their parental lineages. Proteins of flower buds at
early and late stages of development of three papaya genotypes (UENF-CALIMAN
01, JS12 and Sunrise Solo 72/12) were studied by means of proteomic analysis
combining the shotgun method and nanoESI-HDMSE technology. Buds at an early
stage of development, 496 (35.9%) proteins showed significantly different
abundances between sexes (P <0.05, |log2FoldChange | > 0.5) for genotype SS
72/12, 139 (10%) for genotype JS12 and 165 (11.9%) for the UC-01 genotype. At

the final stage of development, 181 (13.5%) proteins showed significantly different
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abundances for genotype SS 72/12, 113 (8.4%) for genotype JS12 and 125 (9.1%)
for genotype UC-01. Studying only the proteins that showed the same accumulation
pattern in the three genotypes studied, it was verified that a large group of proteins
differentially accumulated between the sexes were related to the carbohydrates
metabolism, monosaccharides and amino acids. The sporopollenin and
phenylpropanoid biosynthesis pathways were enriched in hermaphrodite samples
at both developmental stages, in addition, predicted interactions between proteins
involved in these two pathways were observed, which reinforces the involvement of
intermediates of the phenylpropanoid pathway in the biosynthesis of sporopollenin,
the main component of the pollen outer wall. Most of the differentially accumulated
proteins played a key role in the synthesis of pectin, cellulose and lignin. These
compounds play an important role in cell wall formation and seem to be related to
the development of male structures in flowers, especially in the formation of the
pollen coat. The results suggest that hermaphrodite flowers require greater energy
expenditure during their development, probably due to the formation of the complex
external pollen wall. Regarding the study of heterosis in hermaphrodite flower buds,
several non-additive proteins can be identified, most of which are accumulated in
flower buds at an early stage of development. Photosynthesis stood out among the
enriched pathways among non-additive proteins, which may be an indication of a
better photosynthetic performance and a better response to abiotic stresses in

hermaphrodite flower buds of the UC-01 hybrid in relation to its parents.

Keywords: papaya; proteome; sexual differentiation; floral development.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.), pertencente a familia Caricaceae, € uma
frutifera de grande importancia econdémica cultivada principalmente em paises
tropicais e com grande aceitagdo no mercado mundial. O Brasil atualmente se
destaca como o segundo maior produtor da fruta (FAOSTAT, 2021). A cultura em
guestdo é uma espécie rara de planta trioica, o que significa que existem plantas
de mamoeiro femininas, masculinas e hermafroditas. As popula¢des naturais sao
dioicas (plantas femininas e masculinas), enquanto as cultivadas sao ginoca-
andromonoicas (plantas femininas e hermafroditas) (Aryal e Ming, 2014).

Estudos dos mecanismos moleculares que regulam o desenvolvimento dos
orgaos florais, bem como a diferenciacdo do sexo na cultura do mamoeiro sdo muito
importantes. Além da biologia intrigante da cultura, a diferenciacdo sexual tem um
grande impacto na producao de frutos. Apenas as plantas hermafroditas produzem
frutos com valor comercial, o que envolve uma onerosa etapa de sexagem para
selecao das plantas. Outro gargalo sao os estresses ambientais, 0os quais podem
resultar no desenvolvimento anormal das flores, e consequentemente de frutos, em
plantas hermafroditas (pentandria ou carpeloidia) (Silva et al., 2007).

Pela sua complexidade, a diferenciagdo sexual no mamoeiro ainda néo é
bem compreendida. Esse processo parece compreender multiplas camadas de
regulacédo e coordenacéao, envolvendo regulacéo transcricional, epigenética e fito-
horménios. Analises comparativa do transcriptoma em flores de mamoeiro de
diferentes sexos detectaram a expressdo diferencial de genes relacionados a

biossintese de hormdnios vegetais e vias de sinalizacdo, especialmente nas vias



de ABA, ROS e auxina (Zerpa-Catanho et al., 2019; Liu et al., 2021; Liao et al.,
2022).

Em relacdo a determinacéao do sexo ho mamoeiro, inicialmente foi proposto
a regulacéo por um unico gene com trés alelos (Hofmeyr, 1938). Mais tarde, com o
mapeamento genético e fisico, chegou-se a conclusédo de que o sexo na cultura é
geneticamente determinado por um recente par de cromossomos sexuais (XX
feminino, XY masculino e XY" hermafrodita), havendo uma regido gendmica
especifica do sexo, onde a recombinacdo dos cromossomos Y e Y" com o X é
suprimida (Ming et al., 2007). Os cromossomos Y e Y" sdo quase idénticos, com
apenas 0,4% de divergéncia em suas regides macho-especificas (MSY). A regido
HSY e sua contraparte do cromossomo X contém 121 genes, sendo 56 genes
especificos do HSY e 74 especificos de X (Yue et al., 2022). Ja entre as regides
inteiras do HSY e MSY, o conteddo dos genes, a estrutura dos éxons e a ordem
dos genes sao conservados (VanBuren et al., 2015).

Além do interesse em compreender a diferenciacdo sexual do mamoeiro, 0
bom desenvolvimento floral € extremamente importante para a producéo comercial
e também para o desempenho de novos cruzamentos em programas de
melhoramento genético de mamoeiro (Silva et al., 2007). Dessa forma, a flor pode
ser um oOrgao ideal para investigar a base genética da heterose em mamoeiro,
embora esse tipo de estudo ainda ndo tenha sido feito sistematicamente.

O uso de abordagens dmicas e bioinforméticas no melhoramento vegetal
ajuda a obter uma compreensado holistica das bases genéticas e genémicas da
cultura, bem como entender a interacdo molecular entre genes, proteinas e
metabdlitos, especialmente no que diz respeito a caracteristicas complexas. Dessa
forma, os mecanismos de desenvolvimento de botdes florais em plantas vém sendo
estudados através da observacdo da expresséao diferencial de genes e proteinas
em plantas dioicas e monoicas (Zerpa-Catanho et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Como uma ferramenta poderosa para identificacdo de proteinas e analise da
funcdo génica, a protedbmica tem sido amplamente empregada na ciéncia de
plantas. Uma das ferramentas mais confiaveis e sensiveis utilizadas atualmente
para a identificacdo e quantificacdo de proteinas € a analise protedbmica gel-free via
cromatografia liquida-espectrometria de massas (LC-MS/MS) (Karpievitch et al.,
2010). A abordagem gel-free € muito mais confiavel e sensivel, podendo identificar

aguelas proteinas com peso molecular muito alto ou baixo que ndo podem ser



identificadas por técnicas baseadas em gel (Washburn et al.,, 2001). A
espectrometria de massa fornece informacdes valiosas sobre a forma, nivel de
abundéancia e aspectos funcionais de cada proteina em determinada amostra
(Cravatt et al., 2007).

Com o objetivo de caracterizar centenas de proteinas ao mesmo tempo,
tecnologias de alto rendimento vem sendo desenvolvidas. Na abordagem
prote6bmica bottom-up ou shotgun, as proteinas de uma amostra sao primeiramente
digeridas em peptideos para entdo serem separados por cromatografia liquida (LC)
e posteriormente analisados por espectrometria de massa em tandem (MS/MS),
resultando em um conjunto de espectros MS/MS. Por outro lado, na protedmica
bottom-down as proteinas intactas sdo analisadas diretamente através de
espectrometros de massa. Apesar de exigir mais de técnicas computacionais e
estatisticas para identificacdo de peptideos e proteinas, a protedmica shotgun
apresenta maior eficiéncia de separacao e alta sensibilidade espectral de massa
quando comparada a abordagem buttom-down (Li e Radivojac, 2012).

O advento da abordagem de prote6mica comparativa shotgun permitiu
medicOes rapidas e de baixo custo da expressdo de proteinas em amostras
biol6gicas complexas. Essa metodologia tem sido amplamente utilizada nos altimos
anos em biologia vegetal para explorar a dinAmica de expressao de proteinas em
diferentes condicbes de desenvolvimento da planta, inclusive para o estudo de
proteinas diferencialmente acumuladas em botdes florais masculinos e femininos,
com destaque para Pistacia chinensis (Chen et al., 2019), Coccinia grandis (Devani
et al., 2019) e kiwi (Actinidia chinensis) (Zhang et al., 2021). Vale ressaltar que em
relacdo a cultura do mamoeiro, ainda ndo existem relatos de protedbmica que

busque identificar proteinas envolvidas no processo de desenvolvimento floral.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudar o desenvolvimento floral de mamoeiro através da abordagem
prote6mica comparativa shotgun, visando a identificacdo de proteinas que podem

estar associadas a diferenciagdo sexual e ao vigor hibrido.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar protedbmica comparativa em botdes florais femininos e hermafroditas
de mamoeiro em dois estadios de desenvolvimento;

e I|dentificar e quantificar proteinas diferencialmente acumuladas em botdes
florais hermafroditas de um hibrido de mamoeiro em comparacdo com as
linhagens parentais para identificar proteinas ndo aditivas;

e Realizar a anotacao funcional de proteinas diferencialmente acumuladas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia econémica do mamoeiro

A fruticultura é considerada como uma das atividades mais relevantes do
agronegocio brasileiro, sendo importante na geracdo de empregos no campo, na
agroindustria e ao longo de toda a cadeia produtiva, bem como na geracéo de renda
nos mercados interno e externo. Estima-se que a producéo brasileira das principais
espécies € de 44 milhdes de toneladas por ano, em uma area de 2,5 milhdes de
hectares. O mamao esta entre as oito frutas com maior producdo nacional, com
valor de producéo de 1.4 milhdo de reais em 2021 (Kist et al., 2022).

O mamoeiro é cultivado em praticamente todo o territério nacional, porém a
Bahia e o Espirito Santo concentram mais de 65% de toda a producdo brasileira.
Do total de 1.25 milhdo de tonelada produzidas no pais em 2021, o estado do
Espirito Santo responde por 439 mil toneladas e a Bahia por 400 mil toneladas.
Nesse cenério, evidenciam-se também o Ceara com 140 mil toneladas e Rio
Grande do Norte com 103 mil toneladas produzidas (IBGE, 2021).

Em relagdo a produgdo mundial de maméao, o Brasil se destaca como
segundo maior produtor da fruta, respondendo com 8,5% de toda producéo, ficando
atras da india (37,5%) Outros paises com importante contribuico s&o a Indonésia
(7,9%), Republica Dominicana (7,8%), México (7,6%) e a Nigéria (6%) (FAOSTAT,
2021).

O volume mundial de maméo exportado em 2019 foi de aproximadamente
364 mil toneladas, correspondendo a US$ 295,6 milhdes. O México aparece em



primeiro lugar como exportador, sendo responsavel por aproximadamente 54,4%
das exportacdes. Em segundo lugar destaca-se a Guatemala, sendo responsavel
por 17% das exportacdes (FAOSTAT, 2019). O Brasil ocupa a terceira posicéo e é
responsavel por 12% da exportacdo mundial, gerando uma renda de US$ 40
milhdes em 2021. O principal destino das exportagfes brasileiras € o continente
europeu, com destaque para Portugal, Espanha e Paises baixos.

A producdo do mamao destina-se basicamente para a producéo de frutos,
sendo sua principal forma de consumo in natura, tanto no mercado nacional como
no internacional. A fruta do mamao € altamente apreciada em todo o mundo devido
ao seu sabor, qualidades nutricionais e propriedades digestivas. A presenca de
acidos organicos, acucares e vitaminas (A, B1, niacina e C), além de sua baixa
acidez, torna este fruto muito nutritivo (Jagtiani, 1988). O fruto maduro pode
também ser processado na forma de polpa, néctares (sucos), mamao em calda,
doce em massa, geleia, entre outros.

Outra forma pela qual o mamoeiro tem sido explorado em muitos paises
consiste na extracdo da papaina, uma proteina enzimatica encontrada no latex do
fruto verde, na folha e no tronco da planta. Esta enzima é empregada em muitas
industrias e seu uso vem sendo expandido ao longo do tempo. O maior consumo
da papaina estd na industria de alimentos, principalmente para clarificacdo de
cerveja, amaciamento de carne e extracdo de proteinas (Matsuura e Folegatti,
2003).

3.2 Evolucao do sexo em plantas

A maior parte das angiospermas sao plantas hermafroditas, sendo apenas
5% das plantas monoicas e 6% dioicas (Renner e Ricklefs, 1995). Por outro lado,
dentro da familia Caricaceae a maioria das espécies sao dioicas. As trés espécies
nao dioicas sao dos géneros Carica e Vasconcellea; e compreendem a C. papaya
e a V. cundinamarcaensis sendo trioicas, e a V. monica, monoica (Storey, 1941).

Plantas unissexuais sao derivadas de ancestrais hermafroditas. Duas rotas
possiveis tém sido propostas para a evolucdo de plantas dioicas: via plantas
monoicas ou ginodioicas. Em relac&o a trioicia, evidéncias preliminares sugerem
que plantas trioicas séo derivadas de um ancestral dioico pela perda da funcao

supressora do carpelo (Figura 1) (Aryal e Ming, 2014).



Flores unissexuais em uma espécie surgem a partir da supressao do
desenvolvimento de um dos 6érgaos sexuais. Em algumas espécies esse processo
ocorre no estadio de especificacdo celular do meristema floral, 0 que acarreta na
nao producao de um dos Orgaos sexuais (estame ou carpelo). Para outras espécies
a parada ocorre tardiamente durante o desenvolvimento, possibilitando a presenca
de um vestigio do 6rgdo sexual oposto. A primeira condicdo é chamada unissexual
por principio e a dltima é chamada unissexual por aborto. No caso do maméao, os
vestigios de um carpelo € evidente na flor masculina, enquanto a flor feminina néo

apresenta nenhum traco de estames (Mitchell e Diggle, 2005).

Hermafrodita

$7 g

Monoico

Ginodioico \ /
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Figura 1. Evolugéo do sexo em plantas (Aryal e Ming, 2014).

As plantas adquirem varios mecanismos para suprimir o desenvolvimento
de um dos 6Orgaos sexuais dependendo do sexo das flores ou plantas. O
desenvolvimento do estame e do carpelo envolve um grande numero de genes
especializados que sdo necessarios em varios estadios do desenvolvimento
sexual. Quando qualquer um desses muitos genes regulatorios sofre mutacao,
pode ocorrer 0 aborto ou a perda da funcao dos 6rgdos masculinos e / ou femininos.

Diante disso, a ocorréncia de mutacdes em genes envolvidos no desenvolvimento



do estame e do carpelo € o primeiro evento que leva a evolu¢cado dos cromossomos
sexuais (Aryal e Ming, 2014).

O desenvolvimento de cromossomos sexuais em espécies dioicas ocorre
somente quando os genes de determinacdo dos dois sexos estdo intimamente
ligados no mesmo cromossomo e apresentam dominancia complementa
(Charlesworth e Charlesworth, 1978). No sistema XY (heterogamético masculino),
o desenvolvimento de plantas femininas € controlado pelos cromossomos XX
homozigoticos e a mutacao responsavel pela esterilidade masculina tem de ser
uma mutacao de perda de funcéo (isto é, recessiva). O cromossomo Y contém um
alelo de fertilidade masculina em funcionamento, bem como uma mutagéo de
ganho de funcdo (isto é, dominante) num loco diferente que suprime o
desenvolvimento de 6rgaos sexuais femininos (Wellmer et al., 2004; Ming et al.,
2011).

Outro evento crucial na evolugao dos cromossomos sexuais € a supressao
da recombinacédo entre os dois genes de determinacédo sexual. Sem a supressao
da recombinacdo, as mutacfes que levam a esterilidade masculina ou feminina
poderiam reverter para hermafroditismo ou individuos neutros. A supressdo da
recombinacdo em regides cromossOmicas especificas € um fenbmeno
generalizado em plantas, muitas vezes protegendo o haplotipo que fornece
vantagem seletiva; como a autoincompatibilidade, apomixia e determinacdo do
sexo. Os mecanismos de supressdao da recombinagdo incluem rearranjos
cromossOmicos (inverséo, translocacédo, delecéo) e metilacdo de DNA (Ming et al.,
2011).

3.3 Determinac¢ao do sexo no mamao

O mamao é uma planta trioica, apresentando plantas femininas, masculinas
e hermafroditas. As plantas hermafroditas séo classificadas como autégamas
facultativas com cleistogamia (Damasceno junior et al., 2009). A vista disso, o
mamoeiro pode ser autopolinizado sem expressiva perda de vigor, o que confere
uma grande vantagem a cultura pela possibilidade de obtengédo de linhagens e
hibridos (Dantas et al., 2015).

Por conta de sua biologia intrigante e pelos problemas econdmicos
causados pela segregacao dos tipos sexuais, a determinagao do sexo no mamoeiro

atrai grande atencao de geneticistas e melhoristas. Antes da aplicacéo de técnicas



moleculares na pesquisa com mamao, havia poucas evidéncias para provar ou
refutar varias hipteses propostas ao longo dos anos. No entanto, algumas das
hipdteses foram extremamente importantes para o conhecimento da natureza da
determinacao do sexo no mamao (Ming et al., 2007).

O sexo no mamoeiro foi primeiramente proposto ser determinado por um
Unico gene com trés alelos. De acordo com esta hipétese, as plantas femininas
apresentam genotipo homozigoto recessivo (mm), e alelos dominantes determinam
a masculinidade (M1m) ou o hermafroditismo (M2m). As combinacbes M1M1,
M1M2 e M2M2 sdo incompativeis por serem letais no zigoto (Hofmeyr, 1938). Mais
tarde, Storey (1953) sugeriu que 0 sexo no mamao seria determinado nao por um
anico gene, mas por um conjunto de genes ligados, que se comportariam como um
anico fator, em razéo de sua localizacdo em uma pequena regido dos cromossomos
sexuais, em que nao ocorre crossing-over.

Estudos baseados em cruzamentos entre Carica e Vasconcellea levaram
Horovitz e Jiminez (1967) a classificarem a determinacdo do sexo em mamoeiro
como do tipo XY. Mais tarde, o avanco nas técnicas moleculares e a biotecnologia
reforcaram a teoria de que o sexo na cultura é geneticamente determinado por um
par de cromossomos sexuais (XX feminino, XY masculino e XY" hermafrodita)
(Ming et al., 2007).

O mapeamento genético de alta densidade agrupou o locus de determinacao
do sexo dentro de um grande grupo de marcadores cossegregantes, 0s quais
compreendem 67% do grupo de ligagdo, demonstrando assim a supressao da
recombinacdo nesta regido determinante do sexo (Ma et al.,, 2004). A partir do
mapeamento fino do gene de determinacédo do sexo, descobriu-se que essa regido
de recombinagdo muito baixa contém uma alta porcentagem de marcadores
polimorficos. Essa descoberta fornece evidéncias diretas da origem dos
Cromossomos sexuais a partir dos autossomos, evidenciando que 0 mamao contém
um cromossomo Y primitivo, com uma regido especifica do sexo masculino que
responde por cerca de apenas 10% do cromossomo, mas que sofreu severa
supresséao de recombinacao e degeneracéo da sequéncia de DNA (Liu et al., 2004).

Numerosos rearranjos cromossomicos foram detectados na regido
especifica do sexo masculino do cromossomo Y (MSY), incluindo inversoes,
delecdes, insercdes, duplicagdes e translocagdes, mostrando o processo evolutivo

dindmico no MSY apoés o término da recombinacdo. A expanséo da sequéncia de
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DNA foi documentada em duas regides do MSY, demonstrando que o0s
Cromossomos sexuais que sao citologicamente homomaorficos séo heteromorficos
ao nivel molecular. A anélise da divergéncia de sequéncia entre quatro pares de
genes X e YM resultou em uma idade estimada de divergéncia entre 0,5 e 2,2
milndes de anos, apoiando uma origem recente dos cromossomos sexuais do
mamao (Yu et al., 2008).

O genoma do mamao é relativamente pequeno (442,5 Mb), sendo a regiédo
determinante do sexo dos cromossomos sexuais curta e bem caracterizada; a
regido hermafrodita e a masculina especifica do cromossomo Y" e Y correspondem
a 8,1 Mb (15% do cromossomo 1) e a regido feminina do cromossomo X
corresponde a 3,5 Mb (6% do cromossomo 1) (Wang et al., 2012). Os cromossomos
Y e Y" sdo quase idénticos, com apenas 0,4% de divergéncia em suas regides
macho-especificas (MSY) (VanBuren et al., 2015).

Wang et al. 2012 relataram existir 106 genes na regido HSY e na sua
contraparte do cromossomo X, dentre esses 50 estdo presentes tanto na regiao X
como na regido HSY, 22 séo especificos de HSY e 34 sdo especificos de X. Ja
entre as regides inteiras de HSY e MSY, o contetdo dos genes, a estrutura dos
xons e a ordem dos genes séo conservados.

Apesar de informacdes sobre sequenciamento do genoma do mamoeiro ja
estarem disponiveis, dados sobre os genes relacionados a determinacdo do sexo
ainda sao incompletos, provavelmente devido a estrutura complicada de suas
sequéncias de cromossomos sexuais. Com intuito de identificar os genes
candidatos a determinacédo do sexo, Urasaki et al. (2012) realizaram analise de
transcriptoma digital de amostras de flores de plantas masculinas, femininas e
hermafroditas. Entre as custas sequencias de oligonucleotideos (tags) identificadas
a partir dos transcritos, 312 tags especificas foram mapeados para as sequéncias
dos cromossomos sexuais (X ou Y"). Uma andlise de anotacéo revelou que os
retroelementos sdo as sequéncias mais abundantes observadas nos genes
correspondentes a essas tags. A maioria das tags nos cromossomos sexuais
estavam localizadas no cromossomo X e apenas 30 foram comumente mapeados
no cromossomo X e Y", implicando na perda de muitos genes no cromossomo Y".
No entanto, os autores identificaram o gene Cp2671 como candidato na
determinacao do sexo, pelo fato do gene estar presente apenas nos cromossomos

Y e Y". A proteina Cp2671 codificada contém um dominio da familia MADS-box e



11

mostra alta similaridade (85%) com a proteina SVP (Short Vegetative Phase), a
qual ja é caracterizada como regulador transcricional para tempo de floragdo em
Arabidopsis thaliana.

Em um estudo de mapeamento funcional do mamao, dois genes candidatos
a serem relacionados ao sexo foram identificados: o gene SVP e o gene SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase). O gene SVP se mostrou altamente
expresso em flores masculinas e em flores com esterilidade feminina, ou seja, em
flores que ndo desenvolvem o carpelo. Por outro lado, as flores carpeloides
apresentaram baixa expressédo de SVP. Em relagdo ao gene SERK, observou-se
sequéncias com splicing alternativo em de todos os tipos florais, com excecéo das
flores masculinas e flores hermafroditas normais. Os SERKs sdo uma grande
familia de quinases semelhantes a receptores quinase ricos em leucina (LRR-LKS).
Até o momento, varios genes SERK que desempenham papéis significativos no
crescimento e desenvolvimento das plantas foram identificados. Entre esses papéis
dos SERKs, a esporogénese masculina, a separacdo dos oOrgaos florais e o
desenvolvimento embrionario sdo importantes para a reproducédo das plantas (Lee
et al., 2018).

Trabalhos com RNA-seq vem sendo desenvolvidos para avaliar genes
diferencialmente expressos (DEGsS) em plantas de mamoeiro de diferentes sexos.
Zerpa-catanho et al. (2019) identificaram o gene CpMS1 (Male Sterility 1 gene)
altamente regulado em brotos de flores masculinas e hermafroditas em
comparacao com brotos de flores femininas; e que pode estar desempenhando um
papel importante no desenvolvimento de érgaos de flores masculinas, devido a sua
homologia com o0s genes MS1 previamente identificados em outras plantas.
Acredita-se que esse gene esteja envolvido na formacg&o da parede celular e do
revestimento do polen, assim como na regulacdo dos fatores de transcricdo
envolvidos na producdo de polen. Os autores também identificaram a expresséo
diferencial de genes que participam nas vias de sinalizagdao ABA, ROS e auxina
(ABA-8-hidroxilases, AIL5, upBEAT 1, proteina de ligacdo a VAN3), entretanto o
papel das vias de sinalizacdo ABA e ROS no desenvolvimento das flores de mamao
precisa ser mais explorado.

Chae et al. 2021 investigaram a expressao génica ligada aos cromossomos
X, Y e Y"em diferentes estadios de desenvolvimento floral e identificaram 309

genes nNOS Cromossomos sexuais, a maioria dos quais em regides
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pseudoautossdmicas. A expressao em amostras femininas na regido determinante
do sexo foi quase o dobro da expresséo ligada ao X em amostras masculinas e
hermafrodita. O resultado sugeriu que a compensacao de dose, um processo que
equaliza a expressao ligada ao X masculino e feminino, ndo evoluiu para a maioria
dos DEGs ligados ao sexo. Em contraste, uma analise de loci hemizigéticos ligados
ao X encontrou evidéncias de compensacéo parcial da dosagem.

Estudos recentes com o sequenciamento de bissulfito do DNA genémico
extraido de flores em estadio inicial de desenvolvimento, sugerem que a metilacdo
do DNA esta envolvida na diferenciacao sexual e na evolugdo dos cromossomos
sexuais. A variagdo do metiloma das flores em diferentes épocas do ano também
foi detectada. Essa variacdo foi resultante de alteracdes no padrdo de expressao
transcricional de genes relacionados a modificacdo da metilacao e relacionados ao

remodelamento da cromatina (Zhou et al., 2022).

3.4 Flores anormais em mamoeiro

Dentre os trés sexos que a espécie apresenta, o hermafrodita é mais
vulneravel a produzir flores anormais, enquanto que as plantas femininas séo
estaveis quanto a floracéo, portanto, ndo sofrem com tais anomalias. Considerando
que a expressdo do sexo em plantas é o resultado da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais (Frankel e Galun, 1977), € comum observar-se no campo,
plantas de mamoeiro hermafroditas apresentando diferentes alteragées florais.

Em condicbes de temperaturas altas, estresse hidrico e baixos niveis de
nitrogénio, as flores hermafroditas podem se transformar em masculinas,
apresentando o ovario abortado ou rudimentar, portanto, tais flores nao produzem
frutos. Assim sendo, na maioria dos casos, a producédo de frutos € reduzida. Esta
alteragéo floral é conhecida como reversao sexual, “esterilidade de verao” ou
esterilidade feminina (Martelleto et al., 2011).

Sob condi¢des de temperatura baixa ou amena, e altos niveis de umidade e
nitrogénio no solo, a flor hermafrodita pode transformar seus estames em estruturas
semelhantes a carpelos, fendmeno conhecido por carpeloidia. As flores carpeloides
produzem frutos deformados em diferentes graus, por isso, estes nao sao
comercializados. Além dessas duas alteracdes florais devido as condigbes
ambientais, é registrada também a ocorréncia de pentandria, que corresponde na

transformacao da flor hermafrodita em um tipo semelhante ao feminino, porém com
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reducdo do numero de estames de 10 para 5, e ovario possuindo cinco sulcos
profundos que permanecem até a maturidade do fruto, dando a ele um formato
globular e sulcado, fora do padrdo comercial, semelhantes aos frutos originados a
partir de plantas femininas (Arkle Junior e Nakasone, 1984).

A deformacdo de flores hermafroditas pode representar uma estratégia
evolutiva para superar o estresse ambiental. E possivel que flores carpeloides e
pentandricas representem uma tendéncia da planta a retornar a sua forma feminina,
ja que plantas femininas se mostram mais estaveis e mais eficientes na alocacgao
de fotoassimilados, gerando maior rendimento de frutos. Por outro lado, a
esterilizagdo feminina indica uma forma da planta economizar energia sem afetar
sua dispersdo na populacdo (Silva et al., 2007). Dependendo da intensidade de
emissdo dessas flores anormais gera-se problemas para a cultura devido a
formacao de frutos fora do padrdo comercial.

Sabe-se que fatores ambientais, como temperatura, fotoperiodo, nutricdo e
disponibilidade de agua podem determinar a expressao sexual da flor em muitas
espécies. Embora os mecanismos moleculares de tal controle ambiental ainda ndo
tenham sido estudados, a maioria dos sistemas de determinagdo do sexo
influenciados pelo ambiente tem maior probabilidade de ser regulada por

mecanismos epigenéticos (Aryal e Ming, 2014).

3.5 Prote6mica em plantas

Proteoma séo todas as proteinas expressas por um organismo, por um
tecido ou por uma célula. O conceito de proteoma se diferencia do conceito de
genoma, enquanto existe apenas um genoma definido para um organismo, o
proteoma varia em diferentes condi¢des, podendo variar em diferentes tecidos de
um mesmo organismo (Wilkins et al.,, 1996). Como uma extensdo do termo
proteoma, protedmica descreve as analises de identificacdo e quantificacdo de
proteinas expressas de um organismo, célula, tecido ou organela em um tempo
especifico sobre certas condicoes.

Em analises de protedmica, as proteinas podem ser separadas por meio de
técnicas baseadas em gel (gel based) ou livres de gel (gel free). Em relacéo a
primeira metodologia, realiza-se a separacéo inicial de proteinas por eletroforese
em gel seguida da quantificacdo, digestdo dos spots de proteinas e identificacdo

por espectrométrica de massa (MS). Ja na metodologia gel free, a digestao proteica
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€ realizada ja no mix de proteinas extraidas (shotgun) para posterior separacéo dos
peptideos por cromatografica liquida (LC) e identificacdo por MS. As abordagens
shotgun possuem muitas vantagens, como sensibilidade e reprodutibilidade,
mesmo para proteomas complexos. Entretanto, as respostas obtidas sao
fragmentos de um todo e, embora seja possivel a identificacdo de uma proteina
com base em alguns peptideos, as modificagbes pos-traducionais ndo séo
reconhecidas. Além disso, um peptideo pode ser perdido durante a cromatografia
ou ndo gerar espectros de massas adequados (Champagne e Boutry, 2013).
Dentro das abordagens de proteOmica ressalta-se a protedmica
comparativa. O proposito dessa abordagem néo € identificar o conjunto total de
proteinas em uma determinada amostra, mas caracterizar diferencas entre
diferentes populacdes de proteinas. Como exemplo, estudos sao realizados com
objetivo de estabelecer diferencas nos perfis proteicos entre genétipos, incluindo
transgénicos e mutantes, tipo de células, tecidos, Orgdos, estadios de
desenvolvimento e respostas a fatores externos. Na maioria dos casos, o0 objetivo
final da protedbmica comparativa € identificar proteinas diferencialmente abundantes
para explicar as caracteristicas biolégicas de cada sistema e/ou obter
biomarcadores proteicos (Rose et al., 2004; Jorrin-Novo et al., 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

As analises de protedmica foram realizadas com botdes florais do hibrido
UENF-CALIMAN 01 (UC-01), bem como de seus parentais: JS12 e Sunrise Golden
7212. O hibrido UC-01, primeiro hibrido nacional, foi desenvolvido pela
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e pela empresa Caliman
Agricola S/A, para as regides Norte e Noroeste Fluminense, além da por¢cédo Norte
do litoral do Espirito Santo. O UC-01 é uma planta vigorosa com elevada sanidade,
alto potencial produtivo. As plantas apresentam caracteristicas fenotipicas do grupo
Formosa, produzindo frutos alongados nas plantas hermafroditas, com peso médio
de 1,25 kg e com polpa firme e vermelha. Apresenta também alto teor de soélidos
sollveis, além de sabor e aroma bastante agradaveis (Ferreguetti, 2003).

Os gendtipos parentais foram selecionados pelo método de pedigree e
pertencem ao banco de germoplasma do programa de melhoramento de mamao
UENF/Caliman. O parental masculino Sunrise Solo cv. 72/12 é uma cultivar de
polinizacdo aberta do grupo Solo procedente do Havai, introduzida e melhorada
pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Incaper), também conhecida como mamao-havai, € amplamente disseminada nas
regides produtoras do Espirito Santo. O fruto proveniente de flor feminina é ovalado,
e o de flor hermafrodita é piriforme (em forma de péra). De casca lisa e firme, e

peso médio de 500 g, é de grande aceitacdo nos mercados interno e externo.
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Possui cavidade interna pequena e de formato estrelado; polpa espessa, de
coloracdo vermelho-alaranjada e de boa qualidade (Faria et al., 2009).

O parental feminino JS12 é uma linhagem do grupo Formosa proveniente do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura (CNPMF). A linhagem
apresenta frutos alongados de extremidades afuniladas, com peso médio de 900 g;
polpa com moderada firmeza e alto teor de sélidos soluveis (Cardoso et al., 2014,
Cortes et al., 2019).

Para obtencdo dos botbes florais, sementes de cada gendtipo foram
germinadas em casa de vegetacdo em bandeja de plastico com capacidade para
96 tubetes, utilizando substrato comercial Basaplant®. Um total de 160 mudas (60
de cada linhagem e 40 do hibrido) foram transplantados para a area experimental
do Colégio Agricola Anténio Sarlo, localizado no municipio de Campos dos
Goytacazes/RJ. O espacamento utilizado foi de 1,0 m entre linhas e de 1,0 m entre
plantas.

Aproximadamente cinco meses apos o transplantio foi realizada a sexagem
das plantas e coleta dos botdes florais. Os botbes florais de plantas femininas e
hermafroditas de cada genétipo foram divididos em dois grupos de acordo com
tamanho (em milimetros) descrito por Urasaki et al. (2012). Um grupo contendo
botdes florais com tamanho de 7 mm (estagio inicial de desenvolvimento) e o
segundo grupo contendo botdes florias com tamanho de 20 mm (estagio final de
desenvolvimento). Portanto, o trabalho foi composto por 12 amostras distintas,
organizadas em fatorial triplo: 2 sexos (feminino e hermafrodita) x 2 estadios de
desenvolvimento (inicial e final) x 3 gendétipos (UC-01, JS12 e SS 72/12). A fim de
obter-se matéria fresca suficiente para a extracao de proteinas, principalmente para
botdes em estagio inicial de desenvolvimento, botdes florais de diferentes plantas
foram agrupados ao acaso para formar cada amostra. As amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas a -80 °C até a extracdo de

proteinas.

4.2 Extracdao total de proteinas

As analises foram realizadas utilizando-se trés repeticdes biologicas para
cada amostra, sendo cada repeticdo composta de 300 mg de matéria fresca. As
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de pistilo e cadinho

de ceramica. O material pulverizado foi transferido para microtubos e ressuspenso
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em 1 mL de tampé&o de extracao [10% de acido tricloroacético (TCA; Sigma-Aldrich)
em acetona]. As amostras foram incubadas por 60 minutos a 4°C e depois
centrifugadas a 16.000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado trés vezes em acetona fria com 20 mM de DTT. Posteriormente, as amostras
foram ressuspensas em 1 mL de tampé&o (7 M de ureia, 2 M tioureia, 2% de Triton
X-100, 1% de DTT (DTT, GE Healthcare, Piscataway, USA), 1 mM de fluoreto
fenilmetanossulfonil (PMSF, Sigma-Aldrich) e coquetel completo de inibidores de
protease (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), agitado em vortex por 5 min e
depois resfriado em gelo por 30 min. As amostras foram entédo agitadas por 30 min
a 8°C e depois centrifugadas a 16.000 g por 20 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
entdo coletados e armazenados a -20°C. A guantificacdo das proteinas foi realizada
utilizando o 2-D Quant Kit (GE Healthcare).

4.3 Digestao de proteinas

Antes da etapa de digestdo com tripsina, 100 ug de proteinas de cada
amostra foram precipitadas utilizando a metodologia metanol/cloroférmio para
remocao de interferentes das amostras (Nanjo et al., 2012). Apés a precipitacao
das proteinas, as amostras foram ressuspendidas em solucao de ureia 7 M/tioureia
2 M. A digestao de proteinas tripticas (1:100 enzima:proteina, V5111, Promega,
Madison, EUA) foi realizada pelo método de preparo de amostra auxiliada por filtro
(FASP - filter-aided sample preparation) descrito por Burrieza et al. 2019. Os
peptideos resultantes foram quantificados de acordo com o método de proteina e
peptideo A205nm utilizando um espectrofotbmetro NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA).

4.4 Espectrometria de massas

A espectrometria de massa foi realizada usando um cromatdgrafo liquido de
ultra desempenho nanoAcquity (upLC) acoplado a um instrumento Q-TOF SYNAPT
G2-Si (Waters, Manchester, Reino Unido). As corridas foram realizadas com trés
repeticdes biologicas de 2 pg de proteina digerida. Durante a separacdo, as
amostras foram carregadas em coluna de trap C18 de 5 ym nanoAcquity upLC M-

Class Symmetry (180 um x 20 mm) a 5 yL / min durante 3 minutos e depois na
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coluna de fase reversa nanoAcquity M-Class HSS T3 de 1,8 ym (75 pm x 150 mm)
a 400 nL / min, com uma temperatura da coluna de 45 °C.

Para eluicdo dos peptideos, um gradiente binario foi utilizado. A fase A
consistiu em agua (Tedia, Fairfield, Ohio, USA) e 0,1% de &acido férmico
(SigmaAldrich) e a fase B consistiu de acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1% de acido
férmico (Sigma-Aldrich). A eluicdo em gradiente iniciou com B 5%, que entdo
aumentou de B 5 a 40% até 91,12 min e de B 40 a 99% até 95,12 min, apds isso
foi mantida em 99% até 99,12 min. A elui¢cdo entdo diminuiu para B 5% até 101,12
min, e depois foi mantida a B 5% até o final da corrida em 117,00 min. As analises
foram realizadas em positivo, em modo de resolugcao (V mode) a 35.000 FWHM
com mobilidade idnica (HDMSE), e em modo independente de aquisicdo de dados
(DIA) com o programa de velocidade de onda de mobilidade ibnica come¢ando em
800 m/s e terminando em 500 m/s. A transferéncia de energia de colisdo aumentou
de 25 para 55 V no modo de alta energia, as tensdes do cone e capilar foram de 40
e 2800 V, respectivamente, a presséo do gas de nanofluxo foi de 0,5 bar, a taxa de
fluxo do gas de purga foi de 150 L/h e a temperatura da fonte foi de 100°C. Para os
parametros de tempo de voo (TOF), o tempo de varredura foi ajustado para 0,6 s
em modo continuo, com faixa de massa de 50 a 2000 Da. [Glul]-fibrinopeptideo B
humano (Sigma-Aldrich) a 100 fmol pL-1 foi usado como um calibrador externo, e
a aquisicdo de massa de bloqueio foi realizada a cada 30 s. Os espectros de massa

foram posteriormente adquiridos pelo software MassLynx v4.1 (Waters).

4.5 Andlise dos dados

O processamento dos espectros e banco de referéncia foram realizados
utilizando o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v.3.02 (Waters) e o
workflow foi com o software ISOQuant (Distler et al., 2014, 2016). Na analise do
PLGS foram utilizados os seguintes parametros: Apex3D de 150 contagens como
limite de baixa energia, 50 contagens como limite de energia elevada e 750
contagens como limite de intensidade; uma clivagem perdida; no minimo trés
fragmentos de ion por peptideos; no minimo sete fragmentos de ion por proteina;
no minimo dois peptideos por proteina; modificacdes fixas como carbamidometil
(C) e modificacdes variaveis como oxidacao (M) e fosforil (STY); a 31 taxa de falsas
descobertas (FDR) para identificacdo de peptideos e proteinas foi ajustada para

um méximo de 1%, com um comprimento minimo de seis aminoacidos
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Utilizou-se 0 banco de dados da Phytozome 10.2
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), contendo todas as entradas de
proteina de C. papaya (27.793 sequéncias, julho de 2021). A quantificacdo foi
realizada usando o software ISOQuant v.1.7 usando configuracdes e algoritmos
descritos anteriormente (Distler et al., 2014, 2016). Foi utilizada uma normalizacéo
multidimensional, que corrige as intensidades de pico com base nos dominios de
intensidade e tempo de retencéo, resumidamente, a analise incluiu alinhamento no
tempo de retencéo, e o0 exato tempo de retencdo de massa (EMRT). A analises
quantitativa label-free foi estimada usando a abordagem de quantificagdo TOP3
(Silva et al., 2006). Seguido pelo processo de normalizagdo multidimensional
implementado no ISOQuant (Distler et al., 2014). Apds o processamento dos dados
e para garantir a qualidade dos resultados, apenas proteinas presentes em pelo
menos trés execucgbes foram utilizadas para analise de abundéancia diferencial.
Finalmente, as proteinas foram submetidas a caracterizacdo funcional pelo
software OmicsBox software (www.biobam.com/omicsbox/). Essas sequéncias
com o processo biolégico ndo identificadas pelo OmicsBox foram analisadas
manualmente utilizando as ferramentas de BLAST on-line: UniprotKB
(http://www.uniprot.org/blast/), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

Para realizar o mapeamento cromossémico dos genes referentes as
proteinas identificadas no presente trabalho, utilizou-se como referéncia o0 genoma
da cultivar SunUp, depositado em 2021 no NGDC (National Genomics Data

Center), cuja montagem esté a nivel cromossdémico (Yue et al., 2022).

4.6 Andlise protebmica comparativa

A andlise incluiu as comparacdes de botdes florais hermafroditas em relacédo
aos botdes florais femininos dos trés genotipos analisados nas duas fases de
desenvolvimento floral. Proteinas com resultados significativos do teste t de Student
(bicauldal; P < 0,05) foram consideradas diferentemente acumuladas (DAPSs) e
valores de Log2 fold change (Log2FC) maiores que 0,5 caracterizaram proteinas
up-acumuladas e menores que -0,5, proteinas down-acumuladas. O
enriquecimento de processos biolégicos, componente celular, fungdo molecular e
vias KEGG entre DAPs foram realizados através do portal Metascape (Zhou et al.,
2019) apdés um BLAST no NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov) para obter as
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sequéncias de proteinas de referéncia em A. thaliana, para as analises utilizou-se
como critério de corte o teste exato de Fisher (p < 0,01). Para analise de heterose
dos botdes florais hermafroditas, a comparacédo entre a média do hibrido e suas
linhagens parentais foi medida usando teste t de Student assumindo a seguinte
hipotese nula (HO): H = (P1+ P2)/2, em que H é a média hibrida e P1 e P2 séo as
médias dos dois pais correspondentes, respectivamente.
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5. RESULTADOS

5.1 Proteoma de botéo floral de C. papaya

A andlise protebmica comparativa de botdes florais hermafroditas e
femininos foi realizada em dois estadios de desenvolvimento e em trés genotipos
de mamoeiro. Um total de 1402 e 1352 proteinas foram identificadas no estagio
inicial e final de desenvolvimento, respectivamente. Para apontar algum padrao de
resposta no perfil proteico relacionado aos tratamentos, as intensidades de
contagem de ions das triplicatas biologicas foram utilizadas para uma reducéo de
dimensionalidade utilizando analise de componentes principais (PCA), reduzindo a
variancia das proteinas entre os tratamentos em apenas 2 novas variaveis (Figura
2).

Observa-se que as proteinas que contribuiram para aproximadamente
29,6% da variancia entre as amostras separaram principalmente as amostras em
estadio inicial e final de desenvolvimento (gendtipos na condi¢éo inicial ao lado
direito do plano, figura 2), com destaque para o genétipo 7212 com ambos 0S sexos
avaliados em estadio inicial ao extremo esquerdo. Ja no segundo componente, com
aproximadamente 22,6% da variancia explicada, foi possivel observar uma
separacdo melhor do efeito de sexo, porém uma separacdo mais sutil, de menor
magnitude comparada ao efeito de tempo. Essa separacdo acontece
principalmente nas amostras em estadio final, e no gendtipo 7212 em estadio inicial
de desenvolvimento. Outro ponto importante, é que quando observada a terceira

dimenséo, com variancia explicada de 13,5%, a separacao do efeito de sexo ficou
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mais visivel, com maior variacao no estadio inicial de desenvolvimento, novamente

com destaque para o genétipo 7212 (Anexo 1).

Grupos
47 UC-01_XX_inicial

2. —— UC-01_XX_final

UC-01_XY"_inicial
—— UC-01_XY" final

JS12_XX_inicial
—— JS12_XX_final

J512_ XYM inicial

Js12_XY" final

Q 7212_XX_inicial
e 7212_XX_final
. 7212_XYN inicial

o 7212_XY" final

PC2 (22.6% var. explicada)

2 0 2
PC1 (29.6% var. explicada)

Figura 2. Analise de Componentes Principais (PCA) da contagem de ions onde
proteinas foram consideradas dimensdes e as triplicatas bioldgicas observacdes. A
combinacgdo dos fatores: gendtipos (UC-01, JS12 e 7212), sexo (XX ou XYM") e
periodo de desenvolvimento (inicial ou final), formaram os 12 tratamentos (grupos)
sdo observados no plano cartesiano.

No que se refere a andlise diferencial entre botbes florais hermafroditas em
relagdo aos botdes femininos em estadio inicial de desenvolvimento, 496 (35,9%)
proteinas apresentaram abundancias significativamente diferentes (P <0.05,
|log2FoldChange | > 0.5) para gendtipo o 7212, 139 (10%) para o gendtipo JS12 e
165 (11,9%) para o genodtipo UC-01. Dentre as proteinas diferencialmente
acumuladas (DAPSs), os gendtipos JS12 e 7212 apresentaram a maior parte de suas
proteinas como up-acumuladas. Por outro lado, além da maior quantidade de DAPs
identificadas no gendtipo 7212, observou-se um resultado balanceado entre as
proteinas up e down-acumuladas (Tabela 1). Comparando os trés gendétipos, 36
proteinas up-acumuladas e 6 proteinas down-acumuladas coincidiram nos trés

genadtipos analisados (Figura 3).
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Tabela 1. Nimero de proteinas identificadas na analise protedmica comparativa (XY"/XX)
entre botbes florais em estadio inicial e final de desenvolvimento de trés gendtipos de
mamoeiro

Estadio inicial Estadio final
Genotipos 7212 JS12 uUC-01 7212 JS12 UC-01
Proteinas Totais 1381 1383 1386 1340 1339 1345
Proteinas up (XY"/XX) 243 89 90 83 62 61
Proteinas down (XY"XX) 228 39 55 81 31 46
Proteinas Gnicas XY" 18 9 14 14 18 13
Proteinas unicas XX 7 2 6 3 2 3

Em relacdo a andlise diferencial entre botbes florais hermafroditas em
relagdo aos botdes femininos em estadio final de desenvolvimento, 181 (13,5%)
proteinas apresentaram abundancias significativamente diferentes para genoétipo o
7212, 113 (8,4%) para o gendtipo JS12 e 125 (9,1%) para o genétipo UC-01. Assim
como no estadio inicial de desenvolvimento dos botdes, a maioria das DAPs foram
up-acumuladas nos genétipos JS12 e UC-01. Em relacdo ao gendtipo 7212 a
guantidade de proteinas up e down-acumuladas foram parecidas (Tabela 1).
Comparando os trés gendétipos, 32 proteinas up-acumuladas e 1 proteina down-

acumulada coincidiram nos trés genétipos analisados (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de Venn de proteinas up e down acumuladas em bot6es florais
hermafroditas e femininos de 3 gendtipos de mamoeiro (UC-01, JS12 e 7212) em
2 estadios de desenvolvimento (inicial e final).

Foi realizado o mapeamento cromossdmico para determinar se alguma das
proteinas identificadas seriam codificadas por genes provenientes da regido
especifica do sexo do mamoeiro. Utilizou-se como referéncia o genoma da cultivar
SunUp, cuja montagem esta a nivel cromossdmico (Yue et al., 2022). Dos acessos
protedmicos, 87,5% foram significativamente alinhados com proteinas codificadas
por regides génicas do genoma, para ambos os estadios de desenvolvimento. Na
Figura 4 estd o numero de genes codificadores para 0os acessos proteémicos em
cada cromossomo.

Apenas o gene codificador da proteina ARF-GTPase foi alinhado com a
regido HSY do cromossomo 1, entretanto a proteina nao foi diferencialmente
acumulada nas analises. O restante dos genes codificadores foram todos alinhados

em cromossomos autossémicos ou na regido autossémica do cromossomo 1.
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Figura 4. Niomero de genes para cada cromossomo. Em azul escuro encontra-se
0 numero total de genes para cada um dos cromossomos de C. papaya. Em marrom
e cinza esta representado o niumero de genes codificadores, identificados nesta
analise, que correspondem as regides codantes dos peptideos identificados pela
protedmica nos estadios inicial e final de desenvolvimento, respectivamente.

5.2 Analise de enriqguecimento GO em proteinas diferencialmente acumuladas

5.2.1 Botdes florais em estadio inicial de desenvolvimento

Foi realizada a analise de enriquecimento dos termos de antologia de gene
(GO) das DAPs identificadas nos trés genétipos de mamoeiro. No processo
bioldgico, as proteinas up-acumuladas enriquecidas no genétipo 7212 estdo
envolvidas no metabolismo de aminoacidos, metabolismo de S-adenosilmetionina,
metabolismo do acido dicarboxilico, biossintese de esporopolenina, biossintese de
lignina, traducdo e enovelamento de proteinas. Para o genoétipo JS12, destaca-se
0 metabolismo de nucleosideo bifosfato, metabolismo de S-adenosilmetionina,
resposta ao estresse oxidativo e biossintese de fenilpropanoide. No mesmo
contexto, para o gendétipo UC-01 os processos estdo envolvidos na biossintese de
esporopolenina, metabolismo de nucleotideos, resposta ao estresse oxidativo e

biossintese de metabdlicos secundarios (Figura 5).
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Figura 5. Heatmap dos 20 termos de ontologia de gene (GO) enriquecidos dentro
do dominio “Processo Biolégico” que mais variaram entre as DAPs de botdes florais
hermafroditas e femininos dos genétipos (A) 7212, (B) JS12 e (C) UC-01 em estadio
inicial de desenvolvimento (Teste de Fisher com p<0.01).
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Em relacéo as proteinas down-acumuladas, houve uma quantidade menor
de vias enriquecidas em processo biolégico. Para o gendtipo 7212, as DAPs estao
envolvidas no metabolismo do &cido dicarboxilico, geracdo de metabdlitos
precursores e energia, metabolismo de aminoacidos, metabolismo de &cido
carboxilico e modificacdo de peptidil-prolina. Em relacdo ao gendtipo JS12,
destaca-se: fotossintese, resposta a espécies reativas de oxigénio (ROS),
metabolismo de &lcool e metabolismo de clorofila. Por fim, no gendtipo UC-01 foram

enriquecidas as vias de metabolismo de clorofila e resposta ao frio.

5.2.2 Botdes florais em estadio final de desenvolvimento

Em processo bioldgico, as proteinas up-acumuladas enriquecidas no
gendtipo 7212 estdo envolvidas na biossintese de lignina, metabolismo de
monossacarideos, resposta a dissecacdo, metabolismo de &cido dicarboxilico,
metabolismo de hemicelulose e resposta a intensidade luminosa. Para o genétipo
JS12, destaca-se o, metabolismo de monossacarideos, biossintese de metabdlitos
secundarios, metabolismo de carboidratos, metabolismo de &cido carboxilico e
biossintese de flavonoides. No mesmo contexto, para o genétipo UC-01 os
processos estdo envolvidos na biossintese de lignina, metabolismo de
monossacarideos, biossintese de esporopolenina e metabolismo de aminoacido
celular (Figura 6).

Em relacdo as proteinas down-acumuladas, as DAPs do gendtipo 7212
estdo envolvidas no enovelamento de proteinas, regulacdo de transporte mediado
por vesicula, reparo de DNA, resposta ao calor e derivagdo de energia pela
oxidacdo de compostos organicos. Em relacdo ao gendtipo JS12, apenas 0s
processos de enovelamento de proteinas e catabolismo de macromoléculas celular
foram enriquecidos. Por fim, no gendtipo UC-01 foram enriquecidos o
desenvolvimento do gineceu, metabolismo de mRNA, modificagao peptidil-lisina e

divisdo celular.
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Figura 6. Heatmap dos 20 termos de ontologia de gene (GO) enriquecidos dentro
do dominio “Processo Bioldgico” que mais variaram entre as DAPs de botdes florais
hermafroditas e femininos dos gendétipos (A) 7212, (B) JS12 e (C) UC-01 em estadio
final de desenvolvimento (Teste de Fisher com p<0.01).

5.3 Analise de enriguecimento de vias KEGG em proteinas diferencialmente

acumuladas

5.3.1 Botdes florais em estadio inicial de desenvolvimento

As vias KEGGs enriquecidas nas proteinas up-acumuladas no genétipo
7212 estédo envolvidas no metabolismo e biossintese de aminoécidos, metabolismo
de carboidratos, metabolismo de cofatores, biossintese de metabolitos secundarios
(fenilpropanoide), traducdo de proteinas (ribossomo) e em processo celular de
transporte e catabolismo (fagossomo). Para o gendtipo JS12 destaca-se 0
metabolismo de carboidratos, biossintese de fenilpropanoide, biossintese de
cofatores e metabolismo de aminoacidos. Em relacdo ao gendtipo UC-01, foram

enriquecidas as vias de metabolismo de carboidratos, biossintese de cofatores
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(ubiquinona e outros terpenoides-quinona) e biossintese de fenilpropanoide (Figura
7).

As proteinas down-acumuladas do genoétipo 7212 foram enriquecidas nas
vias envolvidas no metabolismo de carbono, transcricdo (spliceossomo) e
degradacdo de proteinas (proteassoma). Apenas as vias de fotossintese e
metabolismo do carbono foram enriquecidas nas proteinas down-acumuladas do
genadtipo JS12. No mesmo contexto, a Unica via enriguecida para o genétipo UC-

01 é de proteassoma.
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Figura 7. Heatmap das 20 vias KEGG enriquecidas que mais variaram entre as
DAPs de botdes florais hermafroditas e femininos os gendtipos (A) 7212, (B) JS12
e (C) UC-01 em estéadio inicial de desenvolvimento (Teste de Fisher com p<0.01).
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5.3.2 Botdes florais em estadio final de desenvolvimento

As vias KEGGs enriquecidas nas proteinas up-acumuladas no genétipo
7212 estdo envolvidas na biossintese fenilpropanoide, metabolismo de
carboidratos, metabolismo de aminoacidos e metabolismo de carbono. Para o
genadtipo JS12 destaca-se o metabolismo de carbono e carboidratos, biossintese
de aminoécidos e biossintese de fenilpropanoide. Em relagdo ao gendtipo UC-01,
foram enriquecidas as vias de biossintese de fenilpropanoide, biossintese de
aminoécidos, metabolismo de carbono e carboidratos, e metabolismo do &cido 2-
oxocarboxilico (Figura 8).

As proteinas down-acumuladas do genoétipo 7212 foram enriquecidas em
vias envolvidas no metabolismo de carbono, spliceossomo, metabolismo de
carboidratos, proteassoma e processo celular de transporte e catabolismo
(endocitose). Apenas as vias proteassoma e spliceossomo foram enriquecidas nas
proteinas down-acumuladas do genoétipo JS12. No mesmo contexto, a Unica via
enriguecida para o genétipo UC-01 foi spliceossomo.
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Figura 8. Heatmap das 20 vias KEGG enriquecidas que mais variaram entre DAPs
de botdes florais hermafroditas e femininos dos genotipos (A) 7212, (B) JS12 e (C)
UC-01 em estadio final de desenvolvimento (Teste de Fisher com p<0.01).
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5.4 Anélise de interacdo proteina-proteina in silico

A analise de interacéo proteina-proteina foi realizada apenas com DAPs com
0 mesmo padrdo de acumulacdo nos trés genotipos estudados (Figura 9). Como
resultado, pode-se observar mais interacdes preditas entre proteinas up-
acumuladas em botdes hermafrodita, sendo poucas proteinas down-acumuladas
preditas no estadio inicial e nenhuma proteina feminina no estadio final de
desenvolvimento. Além disso, a maior parte das interacbes em botbes
hermafroditas envolveram proteinas associadas com vias metabdlicas e com a
biossintese de fenilpropanoide.
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Figura 9. Rede de interacdo proteina-proteina preditas em botdes florais de
mamoeiro em estadio inicial (A) e final (B) de desenvolvimento. Os tracos
representam interagdes com probabilidade >0,4. Os nés amarelos representam
proteinas acumuladas em flores hermafroditas. Os nés azuis representam
proteinas acumuladas em flores femininas. O circulo verde indica proteinas
envolvidas com vias metabdlicas e o circulo azul representa proteinas associadas
com a biossintese de fenilpropanoides.
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5.5 Andlise de heterose

Proteinas ndo aditivas foram usadas para as analises seguintes quando
suas abundancias eram significativamente diferentes da média parental. Para
identificar diferencas significativas na abundancia de proteinas entre a
descendéncia hibrida e as linhagens parentais, foram realizados testes t nos
valores de contagem total de ions dessas proteinas. Os botdes florais hermafroditas
do hibrido UC-01 juntamente com seus parentais foram analisados em dois
estadios de desenvolvimento. No estadio inicial de desenvolvimento foram
identificadas 1398 proteinas. Dentre essas proteinas, 1372 foram comuns aos trés
genadtipos, quatro foram exclusivas do genitor feminino JS12 e duas foram
exclusivas do genitor masculino 7212. Das 1398 proteinas identificadas, 647
apresentaram acumulo nédo aditivo em bot@es florais hermafroditas do hibrido JS12

x Sunrise Golden 7212 (t-test p- valor < 0,05) (tabela 2).

Tabela 2. NUmero de proteinas totais e nimero de proteinas nao aditivas identificadas em
botbes florais hermafroditas de trés genétipos de mamoeiro (hibrido UC-01 e seus
parentais JS12 x Sunrise Golden 7212) em dois estadios de desenvolvimento

Proteinas totais

7212 JS12 ucC-01 Proteinas ndo aditivas
Estadio inicial de desenvolvimento 1381 1383 1386 647
Estadio final de desenvolvimento 1340 1339 1345 349

Foi realizada a analise de enriquecimento dos termos de antologia de gene
(GO) e das vias KEGG das proteinas que apresentaram acumulo ndo aditivo no
hibrido analisado. Dando continuidade ao estadio inicial de desenvolvimento, a
maioria dos termos enriquecidos foram agrupadas dentro do dominio “Componente
Celular’, com destaque para estroma de cloroplasto, vacuolo, vesicula secretora,
tilacoide, nucléolo e ribossomo. As vias KEEG enriquecidas estdo envolvidas no
metabolismo de carbono, de carboidrato e de energia, bem como na biossintese de

aminoacidos (Figura 10).
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Figura 10. Termos de antologia de gene e vias KEGG mais enriquecidas para as
proteinas ndo aditivas de botdes florais hermafroditas de mamoeiro em estadio
inicial de desenvolvimento.

Em relagdo as amostras em estadio final de desenvolvimento, 1349
proteinas foram identificadas. Dentre essas proteinas, 1344 foram comuns aos trés
genaotipos, com apenas uma proteina exclusiva para o hibrido UC-01. Das 1398
proteinas identificadas, 349 apresentaram acumulo ndo aditivo em botdes florais
hermafroditas do hibrido em estudo. Os termos de antologia de gene (GO)
enriquecidos para essas proteinas que apresentaram heterose estdo agrupadas
dentro dos trés dominios existentes. Dentro do dominio “Processo biolégico”
destacam-se: processo metabdlico de moléculas pequenas contendo nucleobases,
processo metabolico do piruvato e processo catabdlico da sacarose. Dentro de
“Fungao molecular” destacam-se: ligacéo de ion de cobre, atividade da glicosidase,
ligacdo de moléculas pequenas, atividade intramolecular da oxidorredutase e
atividade de ligase. Para o dominio “Componente celular’ os termos apoplasto,
vesicula secretora, estroma do cloroplasto e peroxissomo foram enriquecidos. Para
as vias KEGG obteve-se vias envolvidas com o metabolismo de carbono, de

carboidratos e de aminoacidos (Figura 11).
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Figura 11. Termos de antologia de gene e vias KEGG mais enriquecidas para as
proteinas ndo aditivas de botdes florais hermafroditas de mamoeiro em estadio final
de desenvolvimento.
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6. DISCUSSAO

A analise protedmica revelou diversas proteinas diferencialmente
acumuladas (DAPs) em botdes florais femininos (XX) e hermafrodita (XY") de
genaotipos contrastantes em estadio inicial e final de desenvolvimento. O efeito de
tempo teve uma influéncia muito maior no perfil proteico do que o efeito de sexo, 0
que indica uma atribuicdo da caracteristica do sexo a um conjunto menor de genes.

Devido a grande importancia comercial de populagdes ginoicas-
andromonoicas dentro da cultura do mamoeiro, o presente estudo se dedicou
apenas as diferencas entre plantas femininas e hermafroditas. Em contrapartida, a
maior parte dos estudos de diferenciacdo sexual fazem a comparacéo de plantas
femininas e masculinas, devido a prépria natureza das espécies estudadas. As
diferencas de plantas femininas em comparacao as plantas hermafroditas séo sutis,
mas de grande importancia para compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento floral do mamoeiro.

A gquantidade de proteinas diferencialmente acumuladas foi muito maior no
genadtipo 7212, tanto no estadio inicial como no estadio final de desenvolvimento.
O tamanho dos botdes florais foi o padréo utilizado para a amostragem, o que pode
ter influenciado na diferenca do padréo protedmico, pois tanto o desenvolvimento
guanto o tamanho dos botBes sao distintos em cada gendtipo. O resultado pode
indicar uma ativacdo génica relacionada ao sexo das plantas 7212 anterior as
demais, ja que nos outros genotipos, principalmente na condicdo inicial, foi

observado duas vezes menos proteinas diferencialmente acumuladas entre os
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sexos. Devido a diferenca nos botdes florais e com o objetivo de selecionar as
proteinas com papel importante na diferenciagdo sexual independente do gendtipo
e tempo, o estudo se dedicou apenas as proteinas que apresentaram 0 mesmo
padrdo de acumulo nos trés genadtipos estudados (Tabela 3).

Apesar de anadlises de transcriptoma com enfoque na diferenciacdo sexual
do mamoeiro apontarem varios genes relacionados a biossintese de hormonios
vegetais e vias de sinalizacdo de ABA, ROS e auxina, no presente estudo a maior
parte das proteinas diferencialmente acumuladas entre os sexos estédo envolvidas
na metabolismo de carboidratos, biossintese de fenilpropanoide e biossintese de
esporopolenina (Zerpa-Catanho et al., 2019; Liu et al., 2021; Liao et al., 2022). Além
disso, os genes codificantes dessas proteinas foram todos mapeados em

Cromossomos autossdmicos ou na regido autossémica do cromossomo 1.



Tabela 3. Proteinas diferencialmente acumuladas entre botdes florais hermafroditas e femininos (XY"XX) em estadio inicial e final de
desenvolvimento de mamoeiro. Cro: cromossomo

. Contagem Estadio
Pacid Nome da Proteina 2”%'%90 d.e de Score Cro  Classificagéo funcional
rabldopsis peptideos Inicial Final
16416228  Hidroximetilglutaril-CoA sintase HMGS 7 22,22 up - 4 Processo metabdlico de acil-CoA
16420853  ATP-citrato sintase de cadeia alfa 2 ACLA-3 9 47,73 up - 3 Processo metabdlico de acil-CoA
16422019  Aspartato aminotransferase, mitocondrial ASP1 14 55,37 - up 3 Processo metabdlico de aminoéacidos
16423471  3-desidroquinato sintase, cloroplastico AT5G66120 7 23,33 up - 4 Processo metabdlico de aminoacidos
16416662  Isoenzima do nodulo de glutamina sintetase GLN1-1 15 65,73 - up 9 Processo metabdlico de aminoéacidos
16431833  Subunidade tipo piridoxal 5'-fosfato sintase PDX1.2 PDX1.2 9 33,89 up - 5 Processo metabdlico de aminoacidos
16421959  Proteina tipo DJ-1 homologa E YLS5 6,57 Unica XY" - 3 Processo metabdlico de auxina
16416617  Proteina de choque térmico de 23,6 kda, isoforma HSP23.6 4 29,72 up - 9 Resposta do ion cadmio
mitocondrial X2
16417656  Alfa-L-arabinofuranosidase e beta-D-xilosidase ASD1 5 8,53 - up 8 Metabolismo de carboidratos
16405220  Alfa-L-arabinofuranosidase e beta-D-xilosidase AT3G19620 19 38,24 - up 6 Metabolismo de carboidratos
16407673  Alfa-manosidase putativa AT3G26720 2 8,19 down - . Metabolismo de carboidratos
16411511  Provavel poligalacturonase AT4G23500 6 19,67 up - 4 Metabolismo de carboidratos
16423487  Glucano endo-1,3-beta-glicosidase 1 AT5G67460 4 20,05 down - 4 Metabolismo de carboidratos
16429637  Mirosinase 5 BGLU35 6 39,93 - up 3 Metabolismo de carboidratos
16404021  Beta-glicosidase 40 BGLU40 4 17,22 - up 2 Metabolismo de carboidratos
16416524  Endoquitinase acida CHIA 10 50,16  Unica XY" - 9 Metabolismo de carboidratos
16423395  Frutose-bifosfato aldolase 1, cloropléastico FBA2 15 51,52 - up 4 Metabolismo de carboidratos
16424498  Frutose-bifosfato aldolase 3, cloroplastico PDE345 17 64,97 - up 2 Metabolismo de carboidratos
16426415  Xiloglucana endotransglicosilase/proteina hidrolase 2 XTH1 2 13,27 - up 3 Metabolismo de carboidratos
16420647 UDP-D-apiose/UDP-D-xilose sintase 2 AXS2 13 48,28 up - 2 Organizacao da parede celular
16423312 Pirofosfatase inorgéanica soltvel PPal 7 52,8 up - 4 Biogénese da parede celular
16419703 Provéavel pectinesterase/inibidor da pectinesterase 51 AT5G09760 5 15,11 up - 6 Modificagdo da parede celular
16409807  Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase 2 XTH16 4 15,9 up - 3 Processo metabdlico de polissacarideos
i da parede celular
16409474  Endoglucanase tipo 24 GH9B18 5 16,8 Unica XY" - 6 Processo catabdlico da celulose
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Tabela 3. Cont.

Pacid Nome da Proteina 2:;%%%%33 Con(tj'zliagem Score — Fstadio - Cro Classificagéo funcional

peptideos Inicial Final
16411521 Precursor do tipo endoglucanase GH9B15 7 29,96 - Unica XY" _ Processo catabdlico da celulose
16421843  Cutina sintase AT5G33370 2 8,99 - Unica XY" 6 Desenvolvimento da cuticula
16418378  Tipo de proteina de cobre azul AT1G72230 2 19,47 up - 1 Atividade de transferéncia de elétrons
16427195  Proteina tipo nodulina inicial 1 ENODL3 3 3692 - up 3 Atividade de transferéncia de elétrons
16420466  Tipo de proteina de cobre azul ENODL9 2 8,97 - up 7 Atividade de transferéncia de elétrons
16424659  Acetil-CoA carboxilase tipo 1 ACC1 4 3,33 up - 1 Processo biossintético de acidos graxos
16419976  GDP-L-fucose sintase At1g17890 2 16,89 - up 6 Processo biossintético de GDP-L-fucose
16418782  Proteina 1 ativadora de GTPase RAN RANGAP1 19 51,96 up - i Atividade do ativador GTPase
16427824  Fosfoglicolato fosfatase 1A AT5G36790.1 5 21,95 down - 1  Atividade de hidrolase
16421839  GDSL esterasellipase AT5G33370 14 67,48 up - g Atvidade de hidrolase
16415240  GDSL esterasel/lipase EXL3 AT5G42170 3 25,63 - Unica XY" 1  Atividade de hidrolase
16414779  GDSL lipase/esterase ESM1 5 23,32 down - 4  Atividade de hidrolase
16419252  Aldeido oxidase tipo GLOX AT1G14430 6 20,25 - Unica XY" 9 Componente integral da membrana
16404669 I-l_idrox_ic_inamo_il—CoA: quinato/xiquimato O- HCT 5 27,97 - up 5 Processo biossintético de lignina
16426308 Bgﬁgﬁ?oiml-émsefizzeeEP|48 UGE5 8 34,96 up up 4 Processo metabdlico dos monossacarideos
16410983  Metionina S-metiltransferase MMT 9 11,64 up up 9 Processo metabdlico da S-adenosilmetionina
16422697 Proteina de desacoplamento mitocondrial 1 PUMP1 2 10,82 up - ) transporte mitocondrial
16411862  Endo-beta-N-acetilglucosaminidase 1 citosélica ENGase85A 5 16,67 Unica XY" - 2 Processo metabdlico composto de nitrogénio
16415424  Natterin-3 - 30 84,3 down - 6 Sem fungéo
16408016  Proteina 21 de arabinogalactana tipo fasciciclina - 11 36,57 up - 4 Sem fungéo
16426214 Protgina semelhante a extensina repetida rica em  AT2G19780 7 39,62 - up 7 Sem fungéo
16413335 Ilggs?flgl?pgse Al-ll gama At2g31100 3 12,08 - Unica XY" 3 Sem fungéo
16424879 A[del'do _desidrogenase familia 2 membro B7, ALDH2B7 19 63,04 up - 8 Atividade da oxidoredutase
16430780 grl\t;i?r?g ?i;il ponte berberina 5 AT1G26390 6 29,02 - Unica XY" g Atividade da oxidoredutase
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Tabela 3. Cont.
. Contagem Estadio
Pacid Nome da Proteina grt%%go d_e de Score Cro Classifica¢éo functional
rabiaopsis peptideos Inicial Final
16409463 D-sorbitol-6-fosfato desidrogenase dependente de NADP AT2G21250 6 23,62 up - 6 Atividade da oxidoredutase
16426395 Homdlogo da quinona oxidoredutase do envelope do cloroplasto AT4G13010 4 25,23 down - 3 Atividade da oxidoredutase
16422652 Peroxidase 17 (PRX17) AT2G22420 6 36,59 - up 4 Biossintese de fenilpropandide
16428257 Peroxidase 40 (PRX40) AT4G16270 14 54,35 up - 5 Biossintese de fenilpropandide
16417967 Peroxidase putativa 48 AT4G33870 3 13,95  Unica XY" - 5 Biossintese de fenilpropandide
16423354 Peroxidase 72-like (PRX72) AT5G66390 14 56,8 up Unica XY" 4 Biossintese de fenilpropandide
16405261 Provavel alcool cinamilico desidrogenase 1 CAD5 15 63,06 - up 6 Biossintese de fenilpropandide
16425533  Provavel alcool cinamilico desidrogenase 9 CAD9 13 63,23 up - . Biossintese de fenilpropandide
16416437 Acido cafeico 3-O-metiltransferase OMT1 10 49,32 up - 9 Biossintese de fenilpropandide
16411756 Pirofosfatase inorganica soltvel 4 PPa4 6 54,36 up up 8 Processo metabolico composto
contendo fosfato
16413363 Provavel cisteina protease RD21B AT1G06260 20 68,48 - up 3 Processo catabdlico de proteinas
16405685 Proteina contendo dominio Mesd AT2G46000 3 16,1 up - 5 Dobramento de proteinas
16404975 Proteina do complexo T1 subunidade eta AT3G11830 16 47,6 up - 5 Dobramento de proteinas
16431194 Ponte berberina tipo enzima 10 AT1G30720 10 38,33 - Unica XY" 9 Protedlise
16418608 Protease tipo subtilisina SBT1.6 SBT1.6 33 69,74 up - 6 Protedlise
16422477 Estrutura do precursor de uma variante termoestavel da papaina XCP1 9 52,38 - up ) Protedlise
na resolugdo de 2,6 Angstroem
16429914 Proteina associada a plastidios e lipidios, cloroplastica FIB 4 20,63 - up 7 Resposta ao &cido abscisico
16414902 2-alquenal redutase AT5G16990 10 38,22 up - 5 Resposta ao estresse oxidativo
16425735 Glutamato-cisteina ligase, cloroplastico GSH1 8 34,21 up - 4 Resposta ao estresse oxidativo
16424279 Proteina tipo 5 relacionada a patogénese TLP-3 2 15,51 - up 1 Resposta ao estresse
16423506 Fator de emenda rico em serina/arginina SR45a AT4G35785 5 15,28 - down _ Splicing de RNA
16420028 Acil-CoA sintetase ACOS5 18 58,79 - Unica XYh 6 Biossintese de esporopolenina
16404812 Hidroxialquil alfa-pirona sintase LAP6 10 48,33 - Unica XYh 5 Biossintese de esporopolenina
16414345 Tetracetida alfa-pirona redutase 1 TKPR1 2 14,04  Unica XYh - 6 Biossintese de esporopolenina
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6.1 Diferengas no metabolismo de carboidratos entre botdes florais femininos
e hermafroditas em C. papaya

Verificou-se que um grande grupo de proteinas diferencialmente acumuladas
em botdes florais de mamoeiro estavam relacionadas ao metabolismo. A maioria
delas estavam envoltas no metabolismo de carboidratos e de aminoacidos, e foram
reguladas positivamente no estadio inicial e final de botbes hermafroditas. Este
resultado reforcam estudos que indicam que o metabolismo energético
desempenha um papel crucial durante a diferenciacdo sexual e o desenvolvimento
dos botdes florais (Chen et al., 2016; Wang et al., 2019; Hu et al., 2020).

Estudos com plantas dioicas exibem diferencas entre o gasto energético de
individuos masculinos e femininos. Flores masculinas de Salix paraplexia e Silene
latifolia apresentam maiores custos reprodutivos, devido ao maior acumulo de
biomassa e consumo de energia durante a reproducdo (Cai et al., 2021). No
presente estudo, os botdes florais hermafroditas no estadio inicial de
desenvolvimento apresentaram uma regulagéo positiva de proteinas relacionadas
ao metabolismo de carboidratos quando comparadas com as flores femininas. No
estadio final de desenvolvimento, as proteinas envolvidas metabolismo de
monossacarideos e aminoacidos foram up-acumuladas.

Muitas das vias citadas estdo diretamente relacionadas a estruturas ou
funcdes especificas do androceu ou gineceu, visto que que as proteinas envolvidas
nessas vias sao expressas em ambos 0s sexos, mas em niveis diferentes. Dessa
forma, elas podem ser classificadas como caracteristicas sexuais secundarias, que
surgiram para aumentar a especializacdo sexual ap6s a evolucdo da dioicia e
trioicia (Sanderson et al., 2019).

No presente estudo, as proteinas ATP-citrato sintase de cadeia alfa 2
(ACLA-3) e acetil-CoA carboxilase 1 (ACC1), as quais desempenham papel
importante no metabolismo energético, foram up-acumuladas em botbes florais
hermafroditas em estadio inicial de desenvolvimento. A primeira proteina atua na
geracdo e a segunda na carboxilagdo do Acetil-CoA nas plantas, importantes
passos ha sintese de carboidratos, aminoacidos, acido graxo e flavonoides (Fatland
et al., 2002; Sasaki e Nagano, 2004).

A proteina hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMGS), também up-acumulada,
apresentou interacdo com as proteinas ACLA-3 e ACC1. A HMGS estéa envolvida
na biossintese de fitoesteroides, especificamente da condensacédo de acetoacetil-
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CoA e acetil-CoA na via do mevalonato (MVA). Plantas de Arabidopsis mutantes
para o gene de HMGS apresentaram gréo de polen infértil, revelando que o tapete
requer a via MVA para desenvolver tapetossomas e elaioplastos, que sao
necessarios para a formacéao de revestimentos de poélen (Ishiguro et al., 2010).

A maioria das proteinas enriquecidas no metabolismo de carboidratos no
presente estudo apresentam papel importante na formacdo da parede celular.
Complexas e altamente dinamicas, as paredes celulares das plantas sé&o
compostas por redes interativas de polissacarideos, proteinas altamente
glicosiladas e outros polimeros. Essa estrutura responde e adapta-se a processos
normais de crescimento e desenvolvimento, bem como a estresses bidticos e
abidticos. Os principais carboidratos das paredes celulares primarias séo celulose,
hemicelulose e pectinas (Wormit e Usadel, 2018).

A proteina UDP-D-xilose sintetase (AXS2) e duas provaveis proteinas:
pectinesterase/inibidor da pectinesterase (AT5G09760) e poligalacturonase
(AT4G23500) foram up-acumuladas em botdes florais hermafroditas de mamoeiro
em estadio inicial de desenvolvimento. As duas primeiras proteinas estdo
envolvidas na sintese (Rocchi et al., 2012; Zhao et al., 2020) e a Ultima na
degradacéo da pectina (Yang et al., 2018). Por ser um constituinte principal das
paredes celulares primarias, estudos mostram que a pectina é um fator essencial
para o desenvolvimento do polen (Willats et al., 2001; Sénéchal et al., 2014). Mais
especificamente, a pectina esta envolvida na formacgéo da parede do grao de pélen,
além de ser um componente significativo das reservas de carboidrato do mesmo
(Aouali et al., 2001).

Outra proteina identificada no trabalho que abrange a sintese de pectina é a
UDP-D-glicose 4-epimerase (UGES). Essa proteina estd envolvida na sintese de
UDP-D-galactose, um acgucar nucleotideo precursor de varios componentes da
matriz da parede celular além da pectina, podendo-se destacar a
arabinogalactanas, hemicelulose e outros polissacarideos e glicoproteinas (Seifert
et al., 2002; Barber et al., 2006).

Vérias hidrolases glicosidicas extracelulares tém uma funcdo importante,
mas pouco compreendida, na remodelagdo da parede celular durante o
crescimento das plantas (Xiong et al.,, 2007). No presente trabalho a enzima
xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase 2 (XTH16) foi up-acumulada em botdes

florais hermafroditas de mamoeiro em estadio inicial de desenvolvimento. A fungéo
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dessa enzima € promover a plasticidade da parede celular através da clivagem e
reconexao das moléculas de xiloglucana, principal monossacarideo que compde a
hemicelulose. Em Arabidopsis, pelo menos 33 genes foram relatados para codificar
essas enzimas (Yokoyama e Nishitani 2001), o homélogo XTH3, expresso
predominantemente em botbes florais de Arabidopsis, parece ter papel na
degradacédo da parede celular do tapete (Ariizumi et al., 2002). A alfa-L-
arabinofuranosidase/beta-D-xilosidase bifuncional (ASD1 e AT3G19620) é outra
hidrolase glicosidica diferencialmente acumulada em botdes florais hermafroditas,
entretanto foi identificada em botdes em estadio final de desenvolvimento. Esta
enzima ja foi identificada em raizes e flores de Alfalfa (Medicago sativa L.), e foi
caracterizada por liberar xilose e arabinose das paredes celulares desses 6rgaos
(Xiong et al., 2007).

As proteinas glicosil hidrolase 9B18 e 9B15 (GH9B18 e GH9B15) foram
Unicas em botbes florais hermafroditas em estadio inicial e final de
desenvolvimento, respectivamente. A familia 9 de glicosideo hidrolase (GH9)
codifica um gene de celulase que consiste em endo-B-1,4-glucanase, o qual é
responsavel pelo processo de sintese e hidrélise da celulose. Estudos sobre os
genes da familia GH9 em plantas demonstram seu envolvimento em muitos
processos de desenvolvimento das plantas, como alongamento celular, deiscéncia
de anteras, crescimento do tubo polinico, abscisdo de nos de ramificacdo e
amadurecimento de frutos. Mais recentemente, genes de GH9 caracterizados em
trigo, provaram desempenhar papéis importantes no desenvolvimento das anteras,
podendo ter como alvo miRNAs e regular o nivel de celulose por luz e fitohormdnios
(Luo et al., 2022).

6.2 Proteinas envolvidas no desenvolvimento do polen em C. papaya

A parede exterior do polen e dos esporos, denominada exina, é altamente
resistente a reagentes quimicos e enzimas. A exina nao fornece apenas uma
barreira protetora contra o ataque de patdgenos, desidratacdo e irradiacao
ultravioleta (UV), mas também facilita o reconhecimento do pélen e a adesao ao
estigma (Scott, 1994). Extensas evidéncias sugerem que a formacéo da exina &
uma via biossintética de policetideos altamente conservada presente em todas as
linhagens de plantas terrestres e provavelmente foi associada a evolugcdo das
plantas. As proteinas Tetracetida alfa-pirona redutase 1 (TKPR1), acil-CoA
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sintetase (ACOS5) e a hidroxialquil alfa-pirona sintase (LAP6) foram Unicas em
botdes florais hermafroditas de mamoeiro, sendo a primeira identificada em botbes
florais em estadio inicial e as duas ultimas em estadio final de desenvolvimento.
Essas enzimas ja foram bem caracterizadas em varias espécies como A. thaliana,
arroz, tabaco e colza e estédo envolvidas na biossintese de esporopolenina, principal
componente da exina (Grienenberger et al., 2010; Zhu et al., 2021).

A composicao da esporopolenina nédo € totalmente compreendida, além de
tudo a exina € considerada uma das paredes celulares mais complexas em plantas.
Contudo, estudos recentes mostram que derivados da via do fenilpropanoide sé&o
componentes essenciais da esporopolenina, atuando principalmente na protecéo
UV e manutencéao da integridade genémica do poélen (Xue et al., 2020). O presente
estudo reforca esses resultados, pois as vias de biossintese de esporopolenina e
fenilpropanoide foram enriquecidas nas amostras hermafroditas dos dois estadios
de desenvolvimento estudado. Além disso, interagbes foram preditas entre
proteinas envolvidas nessas duas vias.

Ja é bem documentado que a via fenilpropanoide também fornece
intermediarios para a sintese de lignina, flavonoides e ésteres de hidroxicinamoil
(Vogt, 2010). Além disso, estudos demonstraram que a fluorescéncia da lignina do
xilema e da exina da parede do pélen sdo semelhantes. A proteina acido cafeico 3-
O-metiltransferase (OMT1), uma provavel alcool cinamilico desidrogenase 9
(CAD9) e outra provavel alcool cinamilico desidrogenase 1 (CAD5), j& bem
caracterizadas com papel chave na sintese de lignina, foram up-acumuladas nos
botdes florais hermafroditas, sendo as duas primeiras em estadio inicial e a ultima
em estadio final de desenvolvimento. As O-metiltransferases vegetais (OMTS)
constituem uma grande familia de enzimas envolvidas na metilagdo do atomo de
oxigénio de uma variedade de metabdlitos secundarios, incluindo fenilpropanoides,
flavonoides e alcaloides (Pagadala et al., 2009). A proteina CAD5 tem papel chave
na lignificacdo do endotécio da antera. Plantas mutantes para esse gene
apresentam falha na deiscéncia da antera e na liberagdo do pdlen, o que causa
esterilidade masculina (Thévenin et al., 2011). Como seu homodlogo citado acima,
a CAD?9 ja foi detectada nos caules, folhas e flores de Arabidopsis, com a diferenca
de ndo possuir funcbes bioguimicas conhecidas e ser altamente expressa em

orgaos masculinos das flores (Sibout et al., 2005; Kim et al., 2007).
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As peroxidases de classe lll (PRXs) sao glicoproteinas com um papel
importante na maturacdo da parede celular, com destaque para a formacgéao de
lignina. Quatro PRXs foram up-acumuladas no presente estudo: peroxidase 17
(AT2G22420), peroxidase 40 (AT4G16270), peroxidase putative 48 (AT4G33870)
e peroxidase 72 (AT5G66390). Em Arabidopsis, 0 gene de PRX72 é expresso no
caule, raiz, folha e flores; e 0 gene PRX17 é expresso em caules, flores e siliques.
As duas proteinas correspondentes estdo localizadas na parede celular e
envolvidas com o acumulo de lignina (Fernandez-Pérez et al., 2015; Cosio et al.,
2017; Hoffmann et al., 2020). No presente estudo a PRX72 foi up-acumulada em
botbes hermafroditas em estadio inicial e Unica em estadio final de
desenvolvimento, ja a PRX17 foi up-acumulada apenas em estadio final de
desenvolvimento.

A PRX40, up-acumulada em estadio inicial de desenvolvimento, apresenta
importante fungéo no desenvolvimento do tapete e consequentemente papel chave
na fertilidade masculina. Como o tapete ndo é considerado lignificado ou
suberizado, as extensinas destacam-se como substrato potencial para a PRX40
(Jacobowitz et al., 2019). As extensinas sdo glicoproteinas estruturais e sdo
conhecidas por regular o tamanho e a forma das células (Cannon et al., 2008). Por
fim, a peroxidase putative 48 foi Unica em amostras hermafroditas em estadio inicial
de desenvolvimento, essa proteina € também expressa em caules maduros de
Arabidopsis (Minic et al., 2009). Ainda sem evidéncias sobre sua real funcao, essa
PRX foi identificada pela primeira vez em 6rgéos florais no presente estudo.

A maioria das proteinas up-acumuladas em bot6es florais hermafroditas de
mamoeiro parecem estar relacionadas com o desenvolvimento das estruturas
masculinas das flores, especialmente na formacdo da parede do pdlen. Vale
ressaltar que genes de proteinas envolvidas na sintese de lignina, muito
semelhantes aquelas aqui identificadas, foram altamente expressos em flores
hermafroditas quando comparadas com flores masculinas de Lilium apertum
(Huang et al., 2022).

Dentre os trés sexos que 0 mamoeiro apresenta, o hermafrodita € mais
vulneravel a produzir flores anormais, enquanto que as plantas femininas séo
estaveis quanto a floracdo. A deformacéo de flores hermafroditas pode representar
uma estratégia evolutiva para superar o estresse ambiental. A teoria de que flores

carpeloides e pentandricas representem uma tendéncia da planta hermafrodita a
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retornar a sua forma feminina ja foi levantada (Filho da Silva et al., 2007). O
presente trabalho sugere que flores hermafroditas necessitam de maior gasto
energético durante o desenvolvimento polen, especificamente para a formacao de

sua complexa parede externa.

6.3 Manifestacdo da heterose em proteinas envolvidas com a fotossintese

A cultivar UC-01 se destaca entre os hibridos desenvolvidos pela UENF, com
superioridade em producéo e qualidade de frutos em relacdo a outras cultivares,
vem sendo cultivada em diferentes regides produtoras do Brasil (Pereira et al.,
2019). Apesar da extensiva exploracdo da heterose ndo s6 em mamoeiro, mas
também em outras grandes culturas de interesse comercial, as bases moleculares
para esse fenbmeno permanecem indefinidas. Perspectivas genémicas sugerem
gue a heterose surge de interacdes alélicas entre genomas parentais, levando a
programacao alterada de genes que promovem o0 crescimento, tolerancia ao
estresse e aptidao dos hibridos. Além disso, técnicas recentes tém revelado que o
fenbmeno da heterose pode ser decifrado ndo sé ao nivel transcricional, mas
também ao nivel protedmico (Xing et al., 2016).

Muitos estudos foram realizados em botdes florais de mamoeiro a nivel
transcricional, mas sempre buscando entender as bases genéticas da
diferenciagéo sexual da cultura. O presente trabalho estudou pela primeira vez a
heterose em flores de mamoeiro através da analise diferencial do proteoma de um
hibrido (UC-01) em relacdo aos seus parentais (JS12 x Sunrise Golden 7212). O
estudo foi realizado em botdes florais hermafroditas em dois estadios de
desenvolvimento. Apesar do quantitativo total de proteinas entre esses dois
estadios ser similar, a quantidade de proteinas nao aditivas no estadio inicial de
desenvolvimento foi praticamente o dobro daquelas encontradas no estadio final de
desenvolvimento. Esses resultados podem indicar que o inicio da florac&o pode ser
0 mais critico para o desenvolvimento da flor.

Mais uma vez dando destaque para os botdes florais em estadio inicial de
desenvolvimento, foi possivel observar uma grande quantidade de proteinas néo
aditivas com papel importante nos cloroplastos. Dentre essas proteinas, a Uracil
fosforibosiltransferase (upP) catalisa 0 passo inicial na biossintese de pirimidinas e
€ necessaria para o estabelecimento da fotossintese. Estudos ja demonstraram que
a perda de funcéo da upP causa disturbios cloroplésticos (Mainguet et al., 2009). A
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proteina de ligacdo haste-loop do cloroplasto de 41 kDa (CSP41a) estimula tanto a
transcricdo quanto a traducao no cloroplasto, passos essenciais para o acumulo de
complexos fotossintéticos (Bollenbach et al., 2009). Além disso, a proteina
Tioredoxina M tipo 1 (THM1) regula a atividade de varias proteinas cloroplasticas,
desempenhando um papel importante na ativacédo das enzimas do ciclo de Calvin
(Okegawa e Motohashi, 2015). Pode-se destacar outras proteinas ndo aditivas
identificas em botdes florais hermafroditas que também participam do ciclo de
Calvin, como a Triosefosfato isomerase (TIM) e a fosforibuloquinase (PRK) (Graciet
et al., 2004, Lopez-castillo et al., 2016).

As folhas sé@o os 6rgdos especializados que captam a energia da luz pela
fotossintese. No entanto, o presente estudo reforca a importancia da fotossintese
em outros orgaos vegetais. O beneficio da fotossintese nesses outros casos pode
frequentemente estar associado a necessidade de recapturar carbono,
especialmente em Orgdos de armazenamento que possuem altas taxas de
respiracdo. Além disso, essas vias de fotossintese nado foliar podem ser
especialmente importantes no suporte ao crescimento das plantas sob estresse,
sendo um fator chave para o crescimento e sobrevivéncia das plantas. Os caminhos
da fotossintese evoluiram muitas vezes em diferentes linhagens de plantas em
resposta a selecdo ambiental e também parecem ter se diferenciado em partes
especificas da planta. Essa consideracao pode ser Gtil no melhoramento de plantas
cultivadas com melhor desempenho em resposta as mudancgas climaticas (Henry
et al., 2020).

Outras proteinas envolvidas na fotossintese, mas também com papel chave
na tolerancia a estresses abidticos exibiram padrdo de heterose no presente
estudo. Dentre elas, duas proteinas extrinsecas do fotossistema Il (PSBO-1 e
PSBQ-2) e a Rubisco ativase (RCA). Um destaque especial € feito para a RCA, a
qual garante que o sitio ativo da Rubisco néao seja bloqueado por inibidores. Devido
a baixa temperatura ideal para a atividade da ATPase e a uma instabilidade térmica
inerente, essa proteina ndo atua bem durante periodos de estresse térmico. Além
disso, estudos mostram que maiores niveis endogenos de RCA podem
desempenhar um papel importante na produtividade da planta sob condi¢des de
temperatura acima do ideal (Ristic et al., 2009). Esses resultados sugerem que o

maior acimulo de RCA no hibrido UC-01 pode indicar um melhor desempenho
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fotossintético de seus botdes florais hermafroditas, em comparacdo aos botbes de
seus parentais.

A compreensao cientifica da regulacdo molecular e genética da fotossintese
em diferentes O6rgados pode facilitar a modificacdo de plantas para melhorar os
processos de fixacdo de carbono. O melhoramento de plantas com maior
capacidade de realizar fotossintese efetiva em tecidos néo foliares pode fornecer
melhorias significativas no desenvolvimento e na produtividade das plantas,
especialmente em ambientes onde estresses abidticos ou bidticos limitam seu

rendimento (Henry et al., 2020).
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7. CONCLUSAO

Este estudo empregou pela primeira vez o método de protebmica comparativa
shotgun para analisar proteinas de botdes florais femininos e hermafroditas de C.
papaya, fornecendo informacdes sobre eventos moleculares importantes no
desenvolvimento floral em mamoeiro. Vias do metabolismo de carboidratos, da
biossintese de fenilpropanoide e da biossintese de esporopolenina foram
enriquecidas em botdes hermafroditas quando comparadas com botdes femininos
nos dois estadios de desenvolvimento. A maioria dessas proteinas tem papel chave
na sintese de pectina, celulose e lignina. Esses compostos tém importante funcao
na formacdo da parede celular e parecem estar relacionadas com o
desenvolvimento das estruturas masculinas das flores, especialmente na formacao
do revestimento do pdlen. Os resultados sugerem que flores hermafroditas
necessitam de maior gasto energético durante o seu desenvolvimento,
provavelmente devido a formacao da complexa parede externa do polen.

Em relagcdo ao estudo de heterose em botbes florais hermafroditas de
mamoeiro, pode-se identificar varias proteinas ndo aditivas, sendo a maior parte
delas acumuladas em botbes florais em estadio inicial de desenvolvimento. A
fotossintese se destacou dentre as vias enriquecidas entre as proteinas néo
aditivas, podendo ser um indicio de um melhor desempenho fotossintético e de uma
melhor resposta a estresses abidticos em botbes florais hermafroditas do hibrido

UC-01 em relacdo aos seus parentais.
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Figura suplementar 1. Espaco de analise de componentes principais (PCA)
tridimensional. A combinacao dos fatores: gendétipos (UC-01, JS12 e 7212), sexo
(XX ou XY") e estadio de desenvolvimento (inicial ou final), formaram os 12

tratamentos (grupos) observados no espaco 3-D.



